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Uticaj dugotrajne dijetalne restrikcije na insulinski signalni 
put u mozgu pacova tokom starenja 
  
SAŽETAK 
Starenje je normalan, fiziološki proces koji obuhvata sve organe i organske 
sisteme i tokom koga se organizam suočava sa nizom strukturnih i funkcionalnih 
promena. Starenje mozga je izrazito kompleksan proces, predstavljen nizom sukcesivnih 
događaja koji postepeno rezultiraju gubitkom kognitivnih i motornih funkcija.  
Postoji niz farmakoloških i sredinskih faktora koji su u stanju da odlože i/ili uspore 
mnoge od starosno-zavisnih procesa, a dijetalna restrikcija (DR) je jedna od najviše i 
najduže istraživanih. Mnogobrojni su eksperimentalni i epidemiološki podaci koji govore 
u prilog korisnih efekata restriktivnog režima ishrane, bez obzira da li se radi o 
svakodnevnoj, ili intermitentnoj dijeti, smanjenju količine hrane ili kalorija. Međutim, u 
poslednje vreme se sve više pojavljuju podaci koji dovode u pitanje univerzalnost 
korisnog dejstva dijete. Da bi ovakva intervencija postigla svoj optimalni efekat, 
neophodno je povesti računa o određenim specifičnostima prilikom uspostavljanja 
restriktivnog režima ishrane. Pre svega, pokazano je da stepen restrikcije igra bitnu ulogu 
u efektima koje ona proizvodi i da previše restriktivan režim ishrane može imati negativne 
posledice po organizam. Takođe, postoje indicije da nisu svi organski sistemi podjednako 
podložni procesima starenja, kao ni dejstvu dijete. Efekat dijete se može veoma 
razlikovati u zavisnosti od stepena i tipa restrikcije, pola i organa gde se efekat očekuje, 
kao i od starosti jedinke na koju se restriktivni režim primenjuje. 
Prvi korak u istraživanju korisnih efekata restrikcije hrane koja je iznosila 60% 
prosečnog dnevnog unosa hrane, bio je ispitati efekat različitih dijetalnih režima, odnosno 
efekte DR koja je različito trajala i koja je započeta u različitim životnim dobima kod 
mužjaka Wistar soja pacova. Praćen je čitav niz parametara u aktivnosti životinja i 
detektovane su značajne razlike u njihovim fizičkim i kognitivnim preformansama, kako 
tokom starenja, tako i pod uticajem različitih režima ishrane. Dugotrajna dijetalna 
restrikcija otpočeta u adultnom dobu je dovela do poboljšanja u izvođenju motoričkih i 
kognitivnih testova i do sveukupnog poboljšanog stanja organizma, što se ogledalo u 
smanjenoj krhkosti ovih životinja. Nasuprot tome, restriktivni režimi istog tipa, ali 
kasnijeg početka i/ili kraćeg trajanja,  pokazali su se kao neuspešni u pokušaju da se 
 
 
 
izazovu korisni efekti i poboljša stanje organizma. Dijeta sa izrazito kasnim početkom i 
kratkog trajanja je dovela čak i do negativnih posledica po organizam, izazivajući dodatne 
poteškoće u habituaciji životinja i povečavajući njihovu krhkost. 
Shodno detektovanim rezultatima, za dalji nastavak istraživanja je izabrana dijeta 
za koju je pokazano da daje nedvosmisleno dobar efekat i dalje je ispitivan njen uticaj na 
energetski metabolizam mozga. Smatra se da je narušavanje homeostaze energetskog 
metabolizma jedan od vodećih uzroka koji leži u osnovi brojnih neurodegenerativnih 
bolesti koje se javljaju tokom starenja. Ključnu ulogu u metabolizmu glukoze i 
održavanju energetske homeostaze imaju proteini insulinskog signalnog puta koji su 
odgovorni za regulaciju unosa hranjivih materija, zatim AMPK kao glavni energetski 
senzor ćelije i glukozni transporteri koji omogućavaju ulazak glukoze u mozak i nervne 
ćelije. Novija istraživanja ukazuju da pomenuti proteini imaju važnu ulogu u procesima 
koji leže u osnovi efekata DR na starosno-zavisne promene. Upravo zato, važan aspekt 
ove doktorske disertacije predstavljao je ispitivanje promena u ekspresiji glukoznih 
transportera, AMPK proteina, Neuropeptida Y, insulina, insulinskog receptora, supstrata 
insulinskog receptora i protein kinaze B. Ispitivanja su sprovedena na nivou kore prednjeg 
mozga, hipokampusa i hipotalamusa, struktura u kojima je pokazano da dolazi do znatnog 
narušavanja energetske homeostaze tokom starenja. Dobijene promene su sagledane u 
odnosu na promene relevantnih biohemijskih parametara u serumu, kao što su glukoza, 
insulin, holesterol i trigliceridi. Zaključeno je da dugotrajna dijetalna restrikcija dovodi 
do niza promena, koje uključuju povećanje nivoa NPY proteina i insulina, utišavanje 
insulinskog signalnog puta u hipotalamusu i hipokampusu, kao i do bolje snabdevenost 
kore velikog mozga i hipokampusa dovoljnom količinom energije. Sve ove promene su 
zajedno doprinele poboljšanju kognitivnih i motoričkih performansi životinja u dubokoj 
starosti. Rezultati ove doktorske disertacije upućuju na korisnost restriktivnog režima 
ishrane, ali istovremeno nameću limite u pogledu trenutka uvođenja ovakvog režima 
ishrane i dužine trajanja, uzimajući u obzir negativne efekte do kojih DR može dovesti u 
određenim slučajevima. 
Ključne reči: mozak, dijetalna restrikcija, starenje, krhkost, motorička aktivnost, 
habituacija, prostorna memorija, energetska homeostaza, metabolizam glukoze, insulin 
Nučna oblast: Biologija 
Uža naučna oblast: Neurobiologija 
 
 
 
 
The effect of long-term dietary restriction on insulin signaling 
pathway in rat brain during aging 
 
ABSTRACT 
Aging is a normal, physiological process that involves all organs and organic 
systems, and during which the organism faces a number of structural and functional 
changes. Brain aging is an extremely complex process, represented by a series of 
successive events that gradually result in loss of cognitive and motor functions. 
 There are a number of pharmacological and environmental factors that are able 
to postpone and / or slow down many of the age-dependent processes, and dietary 
restriction (DR) is one of the most investigated and most widely used experimental 
intervention in aging research. There are numerous experimental and epidemiological 
data that support the beneficial effects of a restrictive diet, regardless of the type: a daily 
reduction or intermittent diet, reduction in food or in calories, all of those approaches 
seem beneficial. Nevertheless, there is a body of data that challenges current premise 
about comprehensive DR usefulness. In order for DR to achieve its optimal effect, it is 
necessary to take certain specificities into account while establishing a restrictive dietary 
regime. First of all, it has been shown that the percentage of restriction plays an important 
role in the effects it induces, and that a very restrictive diet may have negative 
consequences for the organism. In addition, not all the body systems are equally 
susceptible to aging processes, nor to the beneficial effects of DR. The effect of the 
restrictive diet can vary greatly, depending on the degree and type of restriction, gender 
and organs examined, as well as the age of the individual to which the restrictive regimen 
is applied. 
 In order to investigate the effect of 60% DR on the energy homeostasis and 
insulin signaling in the brain, we first examined the effects of three different types of 
dietary restriction that varied in length and onset, on rat behavior during aging. The 
experiments were performed on 12-, 18- and 24-month-old male Wistar rats exposed to 
AL or DR type of feeding (60% of AL daily intake). A variety of parameters were 
monitored in the activities of animals and significant differences in their physical and 
cognitive performance were detected, both during aging and under the influence of 
different dietary regimes. Long-term dietary restriction that started in young adulthood 
 
 
 
led to the improvement of motor and cognitive performances and to the reduced frailty. 
By contrast, restrictive regimes of the same type, but with late-onset and/or the shorter 
duration, have a less pronounced positive impact on motor and cognitive functions during 
aging. A diet that started at old age and had the shortest duration has even led to negative 
consequences, causing additional difficulties in the habituation of animals, and increased 
their frailty score. 
Based on results mentioned above and the most favorable outcome of DR, we 
continued to investigate the longest dietary regime and its effect on brain metabolism 
during aging. Disruption of homeostasis in the brain energy metabolism is considered to 
be one of the leading causes that lie behind many age-related neurodegenerative diseases. 
The key proteins that regulate processes of glucose metabolism and energy homeostasis 
are: AMPK, as the main energy cell sensor, glucose transporters that facilitate glucose 
transport across the blood-brain-barrier and plasma membrane, and proteins involved in 
insulin signaling pathway, responsible for the regulation of nutrient intake. These proteins 
play an important role in processes involved in the effects of DR on age-dependent 
changes. For this reason, we examined changes in the expression of glucose transporters, 
AMPK protein, Neuropeptide Y, insulin, Insulin Receptor, Insulin Receptor Substrate, 
and Protein Kinase B. The analysis was performed in cerebral cortex, hippocampus and 
hypothalamus, structures most severely affected by process of aging and also with 
important role in energy homeostasis. Relevant biochemical parameters in the serum were 
also investigated, such as glucose, insulin, cholesterol, and triglycerides. The most 
pronounced changes elicited by long-term restrictive regime were related to increased 
levels of insulin and NPY proteins, as well as attenuation of the insulin signal pathway in 
the hypothalamus and the hippocampus, and improved energy supply of cortex and 
hippocampus. All the above changes resulted in a significant improvement of cognitive 
and motor performances of 24 month-old animals. The results of this doctoral dissertation 
point to the usefulness of a restrictive diet, but at the same time impose certain limits, 
regarding the time point when the diet should be applied and also the duration of diet, 
taking into account the negative effects that DR may have in certain cases. 
Key words: dietary restriction, aging, frailty, motor activity, habituation, spatial memory, 
glucose metabolism, energy homeostasis, insulin, brain 
Scientific field: Biology 
Scientific subfield: Neurobiology 
 
 
 
SKRAĆENICE 
 
AB - Alchajmerova bolest   
AL - ad libitum   
ALS - amiotrofička lateralna skleroza 
AMP - adenozin monofosfat 
AMPA - α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina 
AMPK - protein kinaza aktivirana adenozin-monofosfatom  
AT - ukupno vreme provedeno u kretanju (engl. ambulatory time) 
ATP - adenozin trifosfat 
BDNF - moždani neurotrofinski faktor (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor,) 
BSA - goveđi albumin seruma (engl. Bovine Serum Albumin)  
CALERIE-1 - engl. Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing 
Intake of Energy 
CNS - centralni nervni sistem  
CR - kalorijska restrikcija, (engl. Caloric Restriction) 
CST - cerebrospinalna tečnost 
DR - dijetalna restrikcija  
DT - ukupni pređeni put (engl. distance traveled) 
FI - indeks krhkosti (engl. frailty index) 
FR - restrikcija hrane (engl. Food Restriction)  
FS – krhkost (engl. Frailty Score) 
GAP43 - protein povezan sa rastom (engl. Growth-Associated Protein 43) 
GLUT - glukozni transporteri (engl. Glucose Transporters) 
Grb-2/ SOS - kompleks vezujućeg proteina receptora faktora rasta 2 i SOS proteina 
(engl. Growth factor receptor binding protein 2/ Son-of-sevenless) 
HPA osa - hipotalamo-hipofizno-nadbubrežna osa (engl. Hypothalamic-Pituitary-
Adrenal axis)  
IF – periodično ili intermitentno gladovanje (engl. Intermittent Fasting)  
IR - insulinski receptor  
IRS - supstrati insulinskog receptora (engl. Insulin Receptor Substrate) 
KMB - krvno moždana barijera 
LTP - dugotrajna potencijacija (engl. Long-Term Potentiation) 
 
 
 
MAPK - mitogen aktivirajuće protein kinaze (engl. Mitogen Activated Protein Kinase) 
mTOR - engl. mammalian target of rapamycin 
NCAM - neuronalni ćelijski adhezioni molekul (engl. Neural Cell Adhesion Molecule) 
NIA - Nacionalni institut za starenje (engl. National Institute on Aging) 
PB - Parkinsonova bolest 
PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase) 
PKB/Akt - protein kinaza B 
PKC - protein kinaza C 
POMC - proopiomelanokortin (engl. Proopiomelanocortin,) 
IGF-IR - receptor faktora rasta sličnog insulinu (engl. Insulin-like Growth Factor 
Insulin Receptor) 
ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygen Speces) 
SAB – spontane alteracije (engl. Sponatenous Alterations) 
Shc - engl. Collagen Containing Protein 
SPH - sinaptofizin (engl. Synaptophysin)  
UW - Univezitet u Viskonsinu (engl. University of Wisconsin,) 
WT – divlji soj (engl. Wild Type)  
α -Syn - alfa sinuklein (engl. α-Synuclein) 
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1. UVOD 
 
1.1. Efekat starenja na centralni nervni sistem (CNS) 
Starenje je kompleksan proces, predstavljen nizom sukcesivnih događaja koji 
dovode do promena u normalnom, fiziološkom funkcionisanju organizma. Praćeno je 
strukturnim i funkcionalnim promenama u mozgu, koje postepeno rezultiraju gubitkom 
kognitivnih i motornih funkcija.  
Najuočljivija promena tokom starenja je kontinuirano smanjenje volumena 
moždanog tkiva, uz istovremeno povećanje volumena moždanih komora i 
cerebrospinalne tečnosti (Raz i Rodrigue, 2006). Kod ljudi, nakon navršene 40-te godine, 
svaka dekada dovodi do smanjenja volumena mozga za 5%, a nakon 70-te godine života 
to smanjenje je još izraženije (Svennerholm i saradnici, 1997; Scahill i saradnici, 2003). 
Najizraženije promene u volumenu tokom starenja su primećene u hipokampusu, 
prefrontalnom korteksu, strijatumu, talamusu, delovima bazalnih ganglija, temporalnom 
delu kore velikog mozga i cerebelumu (Anderton, 2002; Barnes, 2003; Peters i saradnici, 
2006).                                                                                                                              
Gubitak motornih performansi je posledica disfunkcionalnosti centralnog i 
perifernog nervnog sistema, kao i neuromišićnog sistema (Darling i saradnici, 1989; 
Diggles-Buckles, 1993; Tang i Woollacott, 1996; Contreras-Vidal i saradnici, 1998; 
Seidler i saradnici, 2002). Istraživanja su pokazala da regioni mozga odgovorni za 
motoričke radnje, kao što su prefrontalni i parijetalni region kore velikog mozga, 
primarna motorna i somatosenzorna kora i cerebelum, podležu starosno-zavisnim 
promenama i predstavljaju jedan od uzroka gubitka motornih performansi kod starih 
jedinki (Raz i saradnici, 1997; Good i saradnici, 2001; Jernigan i saradnici 2001; Resnick 
i saradnici, 2003; Salat i saradnici, 2004; Raz i saradnici, 2005). 
Starosno-zavisne strukturne promene u mozgu nisu univerzalne, već se razlikuju 
između jedinki (Trollor i Valenzuela, 2001) i ne moraju uvek da budu praćene 
smanjenjem kognitivnih funkcija. Međutim, smanjenje sive mase u prefrontalnoj, 
parijetalnoj i temporalnoj moždanoj kori, sa neznatnim promenama u primarnoj motornoj 
i vizuelnoj moždanoj kori, predstavljaju strukturne promene praćene promenama u učenju 
i pamćenju (Raz i saradnici, 1997). Longitudinalne studije su pokazale da tokom života 
dolazi do linearnog smanjenja sive mase prefrontalnog regiona mozga, ali promene u 
 
2 
 
ostalim regionima su minimalne sve do 50-ih godina (DeCarli i saradnici, 2005). Ovakvi 
rezultati podržavaju pretpostavku da različiti regioni mozga različito podložni procesu 
starenja.  
Mozak starih i mladih jedinki se razlikuje i po svom neurohemijskom sastavu. 
Najznačajnije promene su na nivou dopamina i narušenog dopaminskog signalnog puta. 
Počevši od ranog zrelog doba, tokom svake decenije života nivo dopamina opada za oko 
10%, a dolazi i do smanjenja broja dopaminskih receptora i/ili slabijeg vezivanja 
dopamina za receptore (Nyberg i Bäckman, 2004), što sve zajedno rezultira lošijim 
kognitivnim i motornim performansama (Mukherjee i saradnici, 2002). Sem na nivou 
dopaminskog sistema, tokom starenja su detektovane i promene na nivou drugih 
neurotransmiterskih sistema poput serotoninskog, norepinefrinskog (Bickford, 1993; 
Gould i Bickford, 1996) i acetilholinskog (Drachman, 2006; Suchiang i Sharma, 2011), 
kao i na nivou moždanog neurotrofinskog faktora (engl. Brain-Derived Neurotrophic 
Factor, BDNF) (Gottfries, 1990, Mattson i saradnici, 2004; Sibille i saradnici, 2007). 
Veliki broj istraživanja je pokazao da je starenje multifaktorijalan proces, koji 
uključuje mnogobrojne mehanizme. Smatra se da postoji devet ćelijskih pokazatelja 
starenja: (Picca i saradnici):  
1) skraćivanje telomera   
2) epigenetske promene  
3) nestanak stem ćelija  
4) ćelijska senescencija (prestanak deoba ćelija) 
5) gubitak/slabljenje/smanjenje mitohondrijalnih funkcija  
6) smanjena sinaptička plastičnost  
7) disbalans proteostaze  
8) poremećaj u detekciji hranljivih materija u krvi (eng. nutrient sensing) 
9) promene u međućelijskoj signalizaciji  
Zahvaljujući radu Kenyon i saradnika koji su na modelu Caenorhabditis elegans 
pokazali da je proces starenja plastičan, postalo je jasno da se proces starenja može ubrzati 
ili usporiti pomoću određenih sredinskih ili genetičkih faktora (Kenyon, 2010). Ovo je 
pokrenulo nove pravce u istraživanju i razvoju novih strategija koje mogu voditi 
smanjenju starosno-zavisnih promena. 
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1.2. Dijetalna restrikcija 
Dijetalna restrikcija (DR) je daleko najispitivanija sredinska intervencija koja 
pokazuje sposobnost da uspori starosno-zavisne promene i poveća ne samo dužinu, već i 
kvalitet života (Speakman i Mitchell, 2011). DR predstavlja pažljivo balansirano 
smanjenje unosa hranljivih materija u vrednosti od 20-40%, u odnosu na tzv. ad libitum 
(AD), odnosno neograničeni unos hrane, ali bez izazivanja pothranjenosti. DR ima 
sposobnost produženja životnog veka kod mnogih vrsta, uključujući kvasce, voćnu 
mušicu, valjkaste crve, sisare i primate (Weindruch i Walford, 1986; Masoro, 2005). 
Pored toga DR pokazuje sposobnost da spreči, ili odloži početak mnogobrojnih starosno-
zavisnih bolesti, kao što su neurodegenerativne bolesti, dijabetes tipa 2, kardiomiopatije 
i kancer (Most i sradnici, 2017) (Slika 1.1).  
Prva studija koja je ispitivala uticaj DR-a je objavljena 1917. godine, kada su 
Ozborn i saradnici (Osborne i saradnici, 1917) pokazali da restrikcija hrane ima pozitivan 
uticaj na dužinu života i razmnožavanje kod pacova. Pionirski rad MekKeja i saradnika 
iz 1935. godine, koji predstavlja kamen temeljac istraživanjima u oblasti uticaja DR na 
dužinu i kvalitet života (McCay i saradnici, 1935), pokazuje da je uvođenje dijetalne 
restrikcije od 40% odmah nakon prestanka sisanja kod pacova dovela do značajnog 
produžetka života. Nakon toga je pokazano da DR ima slične efekte i na druge, već 
pomenute vrste (Weindruch i Walford, 1986; Masoro, 2005). 
U studijama efekata smanjenog unosa hrane su dosta korišćeni beskičmenjaci kao 
model sistemi, jer su usled svoje jednostavnosti i kratkog životnog ciklusa naročito 
pogodni za analizu molekularnih mehanizama DR (Fontana i saradnici, 2010; Kenyon, 
2005). Međutim, beskičmenjaci nemaju mnogo sličnosti sa sisarima u metaboličkim, 
anatomskim i fiziološkim karakteristikama, pa je bilo neophodno pokazati efekat koji DR 
ima na složenije model sisteme. Istraživanja koja su usledila su pokazala da glodari 
predstavljaju izuzetno dobar i pouzdan model za određivanje uticaja DR na dužinu i 
kvalitet života sisara. Kod glodara redukcija prosečnog dnevnog kalorijskog unosa od 
30% do 60% u odnosu na AL, započeta rano tokom života (6 meseci) dovodi do 
proporcionalnog povećanja dužine života od 30% do 60% (Yu i saradnici, 1985). DR 
započeta u adultnom dobu (12 meseci) produžava maksimalnu dužinu života, ali samo 
10-20% (Weindruch i Walford, 1982). Pokazano je takođe, da DR ne samo da je produžila 
životni vek, već je značajno uvećala broj jedinki koje su doživele duboku starost bez 
ikakvih znakova bolesti (Omodei i Fontana, 2011). Speakman i saradnici su u svojoj reviji 
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prikazali pozitivne efekte DR-a na starosno-zavisne promene u većini organskih sistema 
kod ljudi (Speakman i saradnici 2011). Studije koje su ispitivale uticaj DR na 
kardiovaskularni sistem su pokazale da ovakav režim ishrane smanjuje incidencu srčanog 
udara, kao i da smanjuje rizik od arteroskleroze i ishemije srca. DR pokazuje pozitivno 
dejstvo na progresivni gubitak mišićne mase poznato kao sarkopenija, gubitak koštane 
mase tokom starenja i utiče na regulaciju imunskog sistema. U mozgu, DR smanjuje rizik 
od moždanog udara i potpomaže bržem oporavku nakon moždanog udara. Svoj efekat 
DR režim ispoljava i kod insulinske rezistencije i metaboličkog sindroma, smanjujući 
hiperinsulinemiju i povećavajući osetljivost ćelija na insulin. DR utiče na smanjenje 
incidence kancera, kao i na poboljšane reparacionih mehanizmama DNK i time smanjuje 
oksidativna oštećenja koja nastaju kod miševa i pacova tokom starenja (Weindruch 
i Walford, 1982; Lipman i saradnici,1989; Loft i saradnici, 1995; Dirx i saradnici, 2003).  
Dijetalna restrikcija ispoljava svoj koristan efekat i kod neurodegenerativnih oboljenja. 
Naime, pokazano je da neurodegenerativne promene moždanog tkiva koje su 
karakteristične za proces starenja često rezultuju oboljenjima kao što su Alchajmerova 
bolest (AB), Parkinsonova bolest (PB) i amiotrofička lateralna skleroza (ALS). 
Najupečatljivija odlika pomenutih neurodegenerativnih oboljenja je akumulacija 
proteinskih agregata (fosorilisani tau protein, amiloidne plake, depozicije α-sinukleina), 
disfunkcija mitohondrija i lizozoma i smanjena reciklaža oštećenih proteina u ćeliji. 
Dijetalna restrikcija smanjuje rizik od ovih oboljenja tako što stimuliše neuroprotektivne 
faktore i proteine stresa koji štite neurone od oksidativnih oštećenja i poboljšavaju proces 
autofagije (Mizushima i saradnici 2004, Alizerai i saradnici 2010, Mattson i saradnici 
2001).  
Mnogobrojne starosno-zavisne promene poput redistribucije masnih naslaga, 
pojave sedih i stanjivanja dlake, gubitka mišićnog tonusa i tonusa kože, karakteristične 
za ljude, primećene su i kod majmuna (Macaca mulatta), (Hudson i saradnici, 1996; Uno, 
1997; Ramsey i saradnici, 2000; Raman i saradnici, 2005). Pored pomenutog, primećene 
su i manifestacije starosno-zavisnih oboljenja, kao što su dijabetes, neoplazije, 
sarkopenija, gubitak koštane mase i poremećaji u funkciji imunskog sistema, koje su 
karakteristične za proces starenja kod ljudi (Uno, 1997; Austd i saradnici, 2011; Colman 
i saradnici, 2014). U poslednjih 20-ak godina se vrše istraživanja na primatima kako bi se 
videlo da li i kod njih DR pokazuje iste pozitivne efekte kao i kod nižih organizama. Dve 
opsežne studije, jedna izvođena na Univezitetu u Viskonsinu (engl. University of 
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Wisconsin, UW), a druga na Nacionalnom institutu za starenje (engl. National Institute 
on Aging, NIA), koje su trajale više od 20 godina, dale su oprečne rezultate vezane za 
uticaj DR na rezus majmune. UW studija je pokazala da DR smanjuje stopu smrtnosti i 
odlaže početak kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, kancera i atrofije mozga (Colman i 
sradnici, 2009). Sa druge strane, u studiji sprovedenoj na NIA, DR nije pokazala 
statistički značajan efekat na zdravlje kod starijih jedinki i nije uticala na dužinu života u 
odnosu na kontrolne životinje (Mattison i saradnici, 2012). Neusaglašenost rezultata ove 
dve studije je otvorila brojna pitanja u oblasti starenja i efekata DR. Najveći broj studija 
koje objašnjavaju mehanizam delovanja i efekte DR na proces starenja je sproveden na 
nižim vrstama i moguće je da kod primata mehanizam i dejstvo DR-a ne podleže istim 
pravilima kao i kod drugih, jednostavnijih vrsta. Ipak, postoji mogućnost da su 
neusaglašeni rezultati ove dve studije posledica različitih eksperimentalnih uslova, kao 
što su DR protokol, sastav nutrijenata, genetika i vreme početka DR, te da upravo ovakve 
razlike mogu da dovedu do potpuno drugačijeg ishoda (Waughan i saradnici, 2017) kod 
različitih eksprimentalnih grupa. 
Prva kontrolisana studija na ljudima, nazvana CALERIE-1 (engl. Comprehensive 
Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake of Energy) je rađena na zdravim 
ljudima, bez dijagnoze gojaznosti, u trajanju od 6 i 12 meseci (Heilbronn i saradnici, 
2006; Racette i saradnici, 2006; Das i saradnici, 2007). Pokazano je da je smanjenje unosa 
hrane od 25% dovelo do poboljšanja ishoda po pitanju kardiovaskularnih bolesti i 
smanjenja nivoa markera oksidativnog stresa (Civitarese i saradnici, 2007; Lafevre i 
saradnici, 2009). Druga faza ove studije, nazvana CALERIE-2, u kojoj su ispitanici 
podvrgnuti 25% DR ili fizičkoj aktivnosti, je pokazala da je smanjenje težine, usled DR-
a ili fizičke aktivnosti, nakon prve godine dovelo do poboljšanja insulinske osetljivosti, 
povećanog nivoa adiponektina i smanjenja nivoa serumskog leptina, insulina, LDL 
holesterola i C-reaktivnog proteina (Weiss i saradnici, 2006; Fontana i saradnici, 2007). 
Kada su ispitanici bili podvrgnuti 30% DR u trajanju od dve godine, pokazano je 
poboljšanje u metaboličkoj aktivnosti, smanjenje  rizika od kardiovaskularnih oboljenja 
(Ravussin i saradnici, 2015), ali je detektovana  i smanjena gustina kostiju, što treba imati 
u vidu kad se DR uvodi kod starijih osoba (Villareal i saradnici, 2016). 
Značajni podaci o dejstvu DR u humanoj populaciji se očekuju iz podataka koji 
će se prikupiti na osnovu praćenja efekata dobrovoljno restriktivnog režima ishrane kod 
članova tzv. Društva kalorijske restrikcije (https://www.crsociety.org/science/). Naime, 
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članovi ovog društva će biti izloženi dejstvu restrikcije unosa hrane za 30% tokom 15 
godina. Smatra se da ovakav način ishrane može smanjiti rizik od dijabetesa tipa 2, 
kardiovaskularnih bolesti, moždanog udara, kancera i vaskularne demencije (Fontana i 
saradnici, 2004). 
 
1.2.1. Mehanizmi delovanja DR 
I pored mnogobrojnih istraživanja tokom poslednjih osamdeset godina, tačan 
mehanizam kojim DR ispoljava svoja korisna dejstva još uvek nije u potpunosti 
razjašnjen. Dosadašnji podaci ukazuju da u slučaju nervnog sistema DR ispoljava 
pozitivni efekat tokom starenja tako što smanjuje oksidativni stres, poboljšava funkciju 
mitohondrija, aktivira protiv-zapaljenske procese, stimuliše neurogenezu i sinaptičku 
plastičnost (Fontán Lozano i saradnici, 2008; Gillette-Guyonnet i Vellas, 2008; Fusco i 
Pani, 2013; Lin i saradnici, 2014). (Slika1.1) 
 
1.2.1.1. Detekcija hranljivih materija u krvi 
U poslednje vreme se dosta značaja pridaje teoriji prema kojoj je mehanizam 
korisnog dejstva DR na neurone povezan sa detekcijom nutritivnog statusa. Naime, prema 
datoj teoriji, u slučaju smanjenje dostupnosti hrane, organizam koristi sve svoje 
kognitivne sposobnosti/resurse kako bi došao do nje. Sama smanjena dostupnost hrane 
dovodi do stresa niskog inteziteta, koji se po svojoj prirodi znatno razlikuje od drugih 
stresora, poput psihosocijalnog ili stresa nastalog usled imobilizacije. Takav odgovor 
organizma je poznat kao hormeza i odnosi se na fenomen da štetan agens u primenjen u 
niskoj koncentraciji dovodi do pozitivnih promena organizma, dok je u visokoj 
koncentraciji on štetan (Masoro, 2007) Hormeza uzrokovana smanjenom dostupnošću 
hrane aktivira određene signalne puteve, što na kraju rezultuje poboljšanjem moždanih 
funkcija (Mattson, 2003; 2015). Najvažniji signalni putevi koji se aktiviraju usled 
smanjene dostupnosti makronutrijenata (glukoze, amino-kiselina i masti), ili energetskog 
statusa ćelije (odnos AMP/ATP (adenozin monofosfata/adenozin trifosfata) ili 
NAD+/NADH) su mTOR (engl. mammalian target of rapamycin), protein kinaza 
aktivirana adenozin-monofosfatom (AMPK), sirtuinski i insulin/IGF-1 signalni put 
(Hadem i saradnici, 2019). Ovi signalni putevi su uključeni u regulaciju važnih procesa u 
ćeliji, poput autofagije, metabolizma glukoze i oksidativnog stresa (Koubova i Guarente, 
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2003). Svi ovi procesi zajedno dovode do poboljšanja neuronalne plastičnosti i 
kognitivnih procesa (Fusco i Pani, 2013). 
 
1.2.1.2. Mikrobiom 
Crevni mikrobiom predstavlja čitavu kolekciju gena mikroba unutrar 
intestinalnog trakta – to je jedan dinamičan i složen ekosistem sačinjen od bakterija. Vrsta 
ishrane utiče na sastav mikrobioma u crevima i obratno, taj isti mikrobiom utiče na 
zdravlje čitavog organizma, uključujući i centralni nervni sistem (CNS). To je omogućeno 
dvosmernom komunikacijom između creva i mozga, tzv. mikrobiomskom crevno-
moždanom osom (Rhee i saradnici, 2009; Leung i Thuret, 2015). Smatra se da crevno-
moždana osa utiče na plastičnost mozga i kognitivne procese, ali za tačnim mehanizmom 
tog dejstva se još uvek traga. Istraživanje Zhang i saradnika iz 2013. godine je pokazalo 
da DR može da utiče na sastav mikrobioma (Zhang i saradnici, 2013). Naime, utvrđeno 
je da postoji razlika u sastavu mikrobioma između miševa koji su bili podvrgnuti DR 
režimu, odnosno smanjenom unosu kalorija od 30% u trajanju od 13 meseci i miševa koji 
su podvrgnuti visokokaloričnoj dijeti. DR miševi su u crevima imali više bakterijskih 
vrsta koji imaju blagotvorno dejstvo na dužinu života, kao što su Lactobacillus, a manje 
onih sa negativnim dejstvom. Polazeći od saznanja da dijetalna restrikcija može da menja 
sastav crevnog mikrobioma, i da mikrobiom ima uticaj na funkcije mozga, možemo 
pretpostaviti da je jedan od mehanizama dejstva DR na moždane funkcije upravo preko 
mikrobioma. Postoje dokazi da neki metaboliti iz creva, poput propionata i butirata, 
prolaze krvno moždanu barijeru (KMB) i utiču na ćelijsku signalizaciju, sintezu i 
otpuštanje neurotransmitera, što utiče na depresiju, anksioznost i koncentraciju insulina u 
periferiji (Borgo i saradnici, 2017). Rezultati druge studije ukazuju na uticaj mikrobioma 
na kognitivne funkcije preko imunskih, neuroendokrinih i metaboličkih puteva (Mayer i 
saradnici, 2014). Nedavna studija je pokazala da kada se pacijentima koji boluju od 
iritabilnog sindroma creva u kombinaciji sa blagom depresijom, da probiotik koji sadrži 
Bifidobacterium longum, dolazi do smanjenja depresije i da im se kvalitet života znatno 
poboljša, u odnosu na placebo pacijente (Pinto-Sanchez i saradnici, 2017).  
 
1.2.1.3. Sinaptička plastičnost 
Sinaptička plastičnost mozga, koja se odnosi na sposobnost mozga da 
reorganizuje postojeće neuronske mreže kako bi se prilagodio promenama, je takođe 
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ugrožena tokom starenja (Cabeza i saradnici, 1997; Della-Maggiore i saradnici, 2000; 
Grady i saradnici, 2003) Pokazano je da tokom starenja, dolazi do pada ekspresije tri 
važna sinaptička proteina: protein povezan sa rastom (engl. Growth-Associated Protein 
43, GAP43), sinaptofizina (engl. Synaptophysin, SPH) i α-sinukleina (engl. α-Synuclein, 
α -Syn), u hipokampusu pacova, a da je DR sprečila starosno zavisne promene. 
Dugotrajna dijetalna restrikcija je povećala ekspresiju navedenih proteina za 50-60% u 
hipokampusu Wistar pacova starih 24 meseca i time je vratila nivo ovih proteina na 
vrednosti koje su detektovane kod mladih životinja (Mladenovic Djordjevic i saradnici 
2009). Pored pomenutog, DR stabilizuje nivoe glutamatnih i AMPA receptora te na taj 
način ispoljava svoj efekat na procese učenja i pamćenja (Adams 2008, Yilmaz 2011) i 
dovodi do povećanja adultne neurogeneze (Lee 2000).  Neuroprotektivno dejstvo DR-a u 
trajanju od tri meseca nakon tretamana kainičnom kiselinom je pokazano u hipokampusu, 
hipotalamusu i entorinalnoj kori velikog mozga. DR je u ovom modelu dovela do 
povećane ekspresije neuronalnog ćelijskog adhezionog molekula (engl. Neural Cell 
Adhesion Molecule, NCAM), koji učestvuje u signalnom putu BDNF (Sharma and Kaur 
2008).  
Dijetalna restrikcija ne menja nivo neurotrofinskih faktora samo posredno, već i 
neposredno. Naime, pokazano je da BDNF, jedan od najvažnijih proteina uključenih u 
neurogenezu i sinaptičku plastičnost (Bramham i Messaoudi, 2005), opada sa starenjem 
te da pad njegove ekspresije vodi slabljenju kognitivnih funkcija (Perovic i saradnici 
2012; Navarro-Martinez i saradnici, 2015). Sa druge strane, pokazano je da dugotrajna 
DR dovodi do porasta nivoa BDNF u hipokampusu i prefronatalnom delu moždane kore 
(Zaptan i saradnici, 2015), kao i da taj efekat zavisi od starosti životinje (Smiljanic i 
saradnici 2014). 
 
1.2.1.4. Inflamacija 
Tokom starenja, regulacija imunskog sistema se menja, što rezultuje hroničnom 
inflamacijom slabog intenziteta, za koju se smatra da leži u osnovi mnogih starosno-
zavisnih bolesti (Franceschi i saradnici, 2007; Deleidi i saradnici, 2015). Mikroglijske 
ćelije kao rezidentne imunske ćelije CNS-a i mogu da budu uključene u 
neurodegenerativne promene moždanog tkiva tokom starenja (Wong, 2013). Naime, kada 
se aktiviraju, mikroglijske ćelije sekretuju proinflamatorne molekule koji učestvuju u 
procesu uklanjaja patogena i oštećenog tkiva, ali u toku starenja mogu da dovedu do 
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oštećenja i smrti neurona (Flanary i saradnici, 2007; Kettenmann i saradnici, 2011; 
Hefendehl i saradnici, 2014). Smanjujući aktivnost astrocita i mikroglijskih ćelija, a 
povećavajući ekspresiju neuroprotektivnih faktora, poput šaperona, DR reguliše 
inflamaciju u moždanom tkivu i na taj način suprimira razvoj neurodegenerativnih bolesti 
(Morgan i saradnici, 2007; Schafer i saradnici, 2015b). 
 
1.2.1.5. Reaktivne kiseonične vrste  
Moždano tkivo se odlikuje visokom metaboličkom aktivnošću i potrošnjom 
kiseonika, što za posledicu ima intezivnu produkciju reaktivnih vrsta kiseonika (engl. 
Reactive Oxygen Speces, ROS) (Balaban i saradnici, 2005; Sohal i Weindruch, 1996) koje 
mogu da izazovu razna oštećenja. Primećeno je da nisu svi regioni mozga podjednako 
osetljivi na starosno-zavisna oštećenja uzrokovana ROS-om. Hipokampus, prednji delovi 
kore velikog mozga i amigdale pokazuju najveću osetljivost na ROS (Schmidt-Kastner i 
Freund, 1991; Wang i saradnici, 2005). Dijetalna restrikcija dovodi do smanjenja 
produkcije različitih kiseoničnih vrsta, povećanja aktivnosti antioksidativnih enzima i 
poboljšane reparacije molekula koji su pretrpeli oksidativna oštećenja (Hadem i saradnici, 
2019; Walsh i saradnici, 2014). Glutation se smatra jednim od najjačih antioksidanasa, i 
njegova uloga u detoksifikaciji ROS u mozgu je od izuzetnog značaja u suprimiranju 
oštećenja prouzrokovana od strane slobodnih radikala (Przedborski, 1996). Iako postoje 
oprečni rezultati, većina studija pokazuje da je regulacija glutationa u mozgu, koji ima 
veoma važnu ulogu u procesu starenja mozga i neurodegenerativnim procesima 
(Przedborski, 1996), primarni nosilac efekata DR u oksidativnim oštećenjima (Dringen, 
2000).  
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Slika 1.1. Dejstvo dijetalne restrikcije na procese u mozgu. DR dovodi do poboljšanja 
kognitivnih funkcija, sprečava neurodegeneraciju, smanjuje neuroinflamaciju, reguliše nivoe 
ROS i poremećaje u detekciji hranjivih materija u krvi. Preuzeto i modifikovano iz Hadem i 
saradnici, 2018. 
 
1.2.2. DR protokoli 
Uobičajeni eksperimentalni protokol za restrikciju hrane podrazumeva da postoje 
kontrolne, AL žvotinje, a nasuprot njima, životinje kojima je smanjen unos hrane za 
određeni procenat. Na ovaj način životinjama nije smanjen samo unos kalorija (kalorijska 
restrikcija, engl. Caloric Restriction, CR), već i ostalih makro- i mikronutrijenata, pa je u 
tom slučaju najbolje koristiti opšti izraz dijetalna restrikcija (DR), ili restrikcija hrane 
(engl. Food Restriction, FR), koji na taj način obuhvata i kalorijsku restrikciju. Tokom 
vremena, razvili su se različiti oblici dijetalnih režima, među kojima su u literaturi 
najčešća:  
1) svakodnevna dijetalna restrikcija (DR), koja podrazumeva svakodnevnu redukciju 
hrane  
2) intermitentna restrikcija, ili periodično gladovanje (engl. Intermittent Fasting, IF), kod 
koje postoji duži period potpune deprivacije hrane, nakon čega sledi period u kom 
životinje jedu neograničeno  
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3) variranje različitih makronutrijenata u okviru AL ishrane (de Caboi saradnici, 2014; 
Solon-Biet i sradnici, 2015; Mattson i saradnici, 2016).  
U režimu prvog tipa restrikcije se jedinkama smanjuje dnevni unos hrane za 20-
40%, uz održavanje određene količine vitamina i minerala u organizmu. Najčešće se 
primenjuje stepen smanjenja od 40% se jer je eksperimentalno pokazano da smanjenje 
kalorija za više od 50% na samo da nema pozitivan efekat na organizam, već dovodi do 
povećane smrtnosti (Mattson, 2005). Režim periodičnog gladovanja najčešće 
podrazumeva da su životinje podvrgnute gladovanju svaki drugi dan, a da na dan 
hranjenja imaju neograničene obroke. Treba imati u vidu da taj period gladovanja ne mora 
biti 24h, već se može ograničiti vreme u okviru cirkadijalnog ritma kada životinja ima 
slobodan pristup hrani, te tako period gladovanja može biti od 16-24 sata (Chaix i 
saradnici, 2014; Longo i Panda, 2016). U poslednje vreme sve češće se nailazi na termin 
periodičnog gladovanja (Brandhorst i saradnici, 2015). Ovakav vid IF dijete podrazumeva 
da životinje gladuju jedan ili nekoliko dana u nedelji, a takva nedelja se može ponavljati 
2-4 puta u mesecu. 
Do nedavno se smatralo da DR uvek deluje tako da usporava proces starenja, jer 
je takav efekat ove intervencije dokazan na različitim vrstama počev od kvasca pa sve do 
sisara. Drugim rečima, smatralo se da DR predstavlja zlatni standard za produženje 
životnog veka. Novija saznanja, koja su detaljno opisana u revijskom radu Vaughan i 
saradnika (2018), dovode do preispitivanja blagotvornih efekata DR na starenje (Vaughan 
i saradnici, 2018). Naime, pokazano je da efekat DR zavisi od mnoštva faktora poput: 
uticaja spoljašnje sredine (vreme izvođenja eksperimenata u odnosu na cirkadijalni ritam, 
okruženje u kom su smeštene životinje), vrste DR protokola koji se koristi i starosti 
jedinke u trenutku uvođenja restriktivnog režima. Takođe, bitnu ulogu može odigrati i na 
koji način se odredi AL kontrola. Naime, u teoriji, životinje koje pripadaju kontrolnoj, 
AL grupi imaju neograničen unos hrane. Treba imati na umu da kod glodara postoje sojevi 
kod kojih dolazi do prejedanja kada imaju neograničen pristup hrani i u tom slučaju, takve 
kontrolne životinje su gojazne, sa poremećenim metabolizmom glukoze (Martin i 
saradnici, 2010) i ne predstavljaju pravu kontrolnu grupu. U drugim slučajevima, AL 
kontrolom se naziva grupa koja dobija 100% prosečnog dnevnog unosa hrane. Ukoliko 
postoje razlike u eksperimentalnim postavkama u ovim faktorima, to bi moglo da objasni 
oprečne rezultate u nekim istraživanjima. Osim što postoje dva osnovna DR protokola - 
svakodnevno smanjenja unosa hrane i intermitentni režim, postoje i razlike u vremenu 
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kad se vrši hranjenje životinja, količini hrane koju životinja unosi i ukupnoj kalorijskoj 
vrednosti obroka. Svi ovi parametri mogu imati značajni uticaj na ishod eksperimenta 
(Vaughan i saradnici, 2018). Jedan od najvažnijih parametara pri određivanju DR 
protokola, jeste starost jedinke koja se podvrgava DR režimu. Literaturni podaci pokazuju 
da se životinje uglavnom stavljaju na DR režim: 
1) u ranom dobu, što kod glodara podrazumeva period odmah nakon odvajanja od 
majki (nakon prestanka dojenja), pa sve do navršenih 6 meseci života,  
2) u adultnom dobu, od 6-20-og meseca života,   
3) u starijem dobu, što se kod glodara odnosi na period posle 20-og meseca života.  
Još uvek ne postoji usvojen stav o tome koji je period života najbolji za početak 
restriktivnog režima, jer su rezultati oprečni. Razlike su verovatno posledica različitih DR 
protokola koji su korišćeni, soja i pola životinja kao i efekta dijete koji se ispituje (na 
neurodegenerativne promene, kancer, dužinu života, kardiovaskularne promene itd.) 
(Vaughan i saradnici, 2018). Za sada, rezultati najvećeg broja istraživanja idu u prilog 
hipotezi da dugotrajna dijeta koja počinje u ranom adultnom dobu (kod glodara nakon 
navršenih 6 meseci) ima blagotvoran uticaj na većinu posmatranih starosno-zavisnih 
promena (Ingram i de Cabo, 2017). 
 
1.3. Krhkost (engl. Frailty) 
Trend povećanja dužine života (engl. Lifespan) koji ne uzima u obzir kvalitet 
života koji jedinka vodi, dovodi do fenomena poznatog kao „zamka dugovečnosti“. U 
literaturi se upravo iz tog razloga sve češće nailazi na pojam kvalitetnog, odnosno zdravog 
starenja (engl. Healthspan), a koje bi podrazumevalo period života u kom je organizam 
zdrav i bez bolesti (Sprott 2011). 
Kako bi se razlikovale jedinke koje „zdravo“ stare od onih koje „nezdravo“ stare, 
uveden je pojam „frailty“, koji vodi poreklo od latinske reči „fragilis“ označavajući 
krhkost, nešto što je lako lomljivo. Imajući u vidu da u srpskom jeziku još uvek ne postoji 
opšteprihvaćena reč za engleski gerijatrijski izraz „frailty“, u daljem tekstu ćemo koristiti 
termin krhkost. Krhkost predstavlja starosno-zavisni multidimenzionalni sindrom, koji se 
odnosi na jedinke koje su najosetljivije na povrede i bolesti tokom starenja, kao rezultat 
kombinacije genetičkih, bioloških, fizičkih, psihičkih, socijalnih i sredinskih faktora 
(Fulop i saradnici, 2010). Pretpostavlja se da mehanizmi koji leže u osnovi ovog sindroma 
uključuju genetsku raznolikost među jedinkama iste vrste, prestanak deoba ćelija, 
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skraćivanje telomera, narušenu funkciju mitohondrija, povećano stvaranje slobodnih 
radikala i povećana oštećenja DNK (Fulop i saradnici, 2010). Upravo krhkost ukazuje na 
to da starost sama po sebi ne predstavlja bolest, već da se usled smanjenja kvaliteta života 
tokom starenja povećava broj bolesnih jedinki, odnosno da sa godinama broj krhkih 
jedinki sve više raste. Ukoliko je jedinka krhka, to znači da čak i najmanja komplikacija, 
poput urinarne infekcije, ili čak samo promene propisanih lekova, može dovesti do 
ozbiljnih zdravstvenih tegoba, invaliditeta, gubitka samostalnosti u obavljanju 
svakodnevnih aktivnosti, a na kraju i smrtnog ishoda. Treba imati u vidu da krhkost nije 
osobina isključivo vezana za starije jedinke, jer i mlađe osobe koje su podložne bolestima 
mogu da budu u toj kategoriji, ali je prevashodno krakteristična za starost. Sa druge strane, 
ako je jedinka stara, ne znači da mora biti i krhka (Fulop i saradnici, 2010). Upravo je 
zato kreiran koncept krhkosti, da bi se objasnile razlike nakon gerijatrijske procene 
jedinki iste starosti (Rockwood i saradnici, 1994).  
Vrlo važna odlika krhkosti je njena dinamična i reverzibilna priroda (Michel i 
saradnici, 2008), čime se otvara mogućnost primene određenih intervencija koje mogu da 
utiču na starosno-zavisne promene povezane sa krhkošću, na dužinu života i smanjenje 
incidence starosno-zavisnih bolesti (Colman i saradnici, 2014, Rizza i saradnici, 2014) 
 U literaturi nailazimo na dva osnovna pristupa određivanja stepena krhkost kod 
ljudi. Prvi je takozvani „Fridov krhki fenotip“ (engl. Fried frailty phenotype) (Fried, 
2001), koji se izračunava na osnovu prisustva, odnosno odsustva takozvanih  indikatora 
ili kriterijuma krhkosti: nevoljan gubitak kilograma, spor hod, iscrpljenost, slab stisak 
šake i nizak nivo fizičke aktivnosti. Ukoliko kod jedinke nije prisutan ni jedan od 
navedenih parametra, smatra se da nije krhka. Ako se kod jedinke detektuje prisustvo 
jednog ili dva indikatora onda se smatra da je u stanju blage krhkosti, dok se jedinka kod 
koje je prisutno tri ili više navedenih parametara, smatra krhkom. Ovakvim pristupom 
krhkost se može proceniti već pri prvom susretu sa pacijentom, što predstavlja inicijalni 
korak ka otkrivanju zdravstvenog problema pacijenta. Nedostatak ove metode je u tome 
što navedeni kriterijumi krhkosti ne daju uvid u pravi uzrok koji dovodi do njihovog 
ispoljavanja (Cesari i saradnici 2013), te na osnovu njih nije moguće odrediti adekvatnu 
terapiju. Sa druge strane „Rokvudov indeks krhkosti“ (engl. Rockwood frailty index, FI) 
koji su osmislili Rokvud i saradnici (Rockwood i saradnici, 1994)‚ ocenjuje stepen 
krhkosti koristeći listu od 20 -70 potencijalnih nedostataka, odnosno deficita (. Rokvudov 
indeks se bazira na principu da „što više deficita jedna individua poseduje, veći je stepen 
 
14 
 
krhkosti“ (Mitnitski i saradnici, 2001), odnosno, FI predstavlja meru sposobnosti jedinke 
da akumulira nedostatke. Na ovaj način je svakoj individui omogućena 
multidimenzionalna gerijatrijska procena i adekvatna terapija. Uz adekvatnu kombinaciju 
ova dva pristupa može se dobiti kompletna informacija o proceni krhkosti kod starijih 
osoba i objasniti funkcionalno i fizičko propadanje jedinke u odsustvu konkretne bolesti 
(Cesari i saradnici 2013; Kanapuru i Ershler, 2009) i uspostaviti odgovarajuća terapiju.  
Donedavno, istraživanja krhkosti nisu uopšte uključivala animalne modele i sva 
ispitivanja su bila vezana za gerijatrijsku procenu krhkosti. Međutim, imajući u vidu da 
su u poslednjih nekoliko decenija upravo istraživanja na model sistemima dovela do 
značajnog pomaka omogućivši nam uvid u evolutivno očuvane puteve koje stoje u osnovi 
procesa starenja, poboljšanja kvaliteta i dužine života, pojavila se potreba da se fokus 
prebaci na animalne modele i da se odredi stepen krhkosti kod životinja. U poslednjih 
nekoliko godina se ulažu veliki napori kako bi se definisali adekvatni model sistemi i 
pristupi za ispitivanje krhkosti i određivanja nivoa krhkosti. Prvi korak su napravili Parks 
i saradnici (Parks i saradnici, 2012) kreirajući indeks krhkosti koji se sastoji od 31 
parametra, a kojim bi se omogućilo izračunavanje stepena krhkosti kod miša. Ovaj FI 
uključuje nivo aktivnosti (ukupni pređeni put, brzinu i vertikalnu aktivnost), 
hemodinamička merenja (sistolni i dijastolni pritisak, otkucaji srca), strukturni sastav tela 
(procenat masti i minerala u telu), metabolički status, nivo hematokrita i uree, kao i 
procenu funkcionalnosti miocita uz pomoć invazivne metode izolacije. U istom radu, 
opisan je i neinvazivni 8-parametarski FI, zasnovan isključivo na nivou aktivnosti u testu 
otvorenog polja i tezine životinje. Studija je pokazala dobru korelaciju između 8- i 31-
parametraskog kliničkog FI (Parks i saradnici, 2012). Dve godine kasnije, Vajthed i 
saradnici (Whitehead i saradnici, 2014) su oformili klinički FI sastavljen od 30 i više 
parametara, za koji nisu bile neophodne invazivne tehnike, poput izolacija miocita i 
višestrukog rentgenskog snimanja, čime je omogućeno da se krhkost prati kroz 
longitudinalne studije, koje su od velike važnosti u oblasti starenja.  Autori su pratili 
promenu izabranih parametara tokom starenja, u cilju detekcije onih koji odgovarajuće 
oslikavaju proces starenja, odnosno onih koji se sa starenjem pogoršavaju. Na osnovu 
toga, praćene su promene u pokrovnom sistemu (koža i rožnate tvorevine), mišićno-
skeletnom sistemu, čulu vida, mirisa i sluha, digestivnom, urogenitalnom i respiratornom 
sistemu, telesnoj masi i temperaturi. Rezultati dobijeni na ovaj način su pokazali da 
postoji značajno povećanje FI kod starih u odnosu na mlade miševe. Iako miševi 
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predstavljaju najčešće korišćene animalne modele pri ispitivanju procesa starenja 
(Vanooren i Libert, 2013), pacovi takođe imaju izuzetno važnu ulogu u istraživanju 
procesa starenja, a pre svega kroz aspekt ponašanja i neurokognitivni aspekt (Gallagher i 
saradnici, 2011; Mitchell i saradnici, 2015). Usled potrebe da se krhkost odredi i u ovim 
animalnim model sistemima, već uspostavljeni FI do tada korišćen za miševe, je adaptiran 
i iskorišćen kako bi se prvi put izračunao FI kod pacova (Miller-Shukkit i saradnici, 
2017).  
U Tabeli 1.1. su predstavljeni kriterijumi za procenu fenotipske krhkosti u 
humanim i animalnim studijama i testovi za određivanje pomenutih kriterijuma u 
animalnim studijama. Tabela 1.2. prikazuje listu kriterijuma koji su korišćeni za 
određivanje indeksa krhkosti kod miševa.  
 
Tabela 1.1. Kriterijumi i testovi za fenotipsku krhkost kroz vrste 
Preuzeto i modifikovano iz Miller Shukitt-Hale i saradnici, 2017 
 
Klinički 
kriterijumi 
Kriterijumi za 
glodare 
Testovi za FI kod 
miševa 
Testovi za FI kod 
pacova 
Slabost Jačina stiska šake Držanje za žičanu 
mrežu sa sve četiri 
šape 
Držanje za žicu 
prednjim šapama 
Sporost Brzina hoda Rotarod test Rotarod test 
Niska aktivnost Fizička aktivnost Točak za trčanje Test otvorenog 
polja 
Slaba 
izdržljivost 
Izdržljivost Test držanja za 
mrežu + rotarod 
Test nakrivljene 
podloge 
 
 
Tabela 1.2. Kriterijumi za određivanje FI kod miševa korišćenjem neinvazivnih 
metoda Preuzeto i modifikovano iz Whitehead i saradnici, 2014. 
 
Sistem Parametar Potencijalni nedostatak 
Promene na koži Alopecija 
Gubitak boje krzna 
 
Dermatitis 
 
Gubitak brkova 
 
Starosno-zavisni gubitak krzna 
Promena boje krzna iz tamne ka 
svetloj 
Upalni procesi na koži usled 
prekomernog češanja 
Starosno-zavisno smanjenje u broju 
brkova 
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Stanje krzna Neuredno krzno koje nije glatko i 
sjajno 
Fizičke promene Tumori 
Proširen abdomen 
 
 
Kifoza 
 
 
Ukrućenost repa 
 
Problemi u hodu 
 
Tremor 
Jačina stiska prednjih šapa 
Opšte stanje tela 
Prisustvo tumora bilo gde u/na telu 
Uvećanje abdomena usled tumora, 
uvećanja organa ili unutrašenjeg 
sakupljanja tečnosti 
Zakrivljenost kičmenog stuba, 
uglavnom u vratnom/grudnom delu. 
Pogrbljeni položaj tela 
Rep je čvrst i kada se životinja 
kreće 
Pojava nekoordinisanog, 
krivudavog hoda 
Pojava nekontrolisanog drhtanja  
Slabiji stisak prednjih šapa 
Vidljivi znaci neuhranjenosti ili 
gojaznosti  
Vestibulokohlea
rne/auditorne 
promene 
Vestibularno oštećenje 
 
 
 
Gubitak sluha 
 
Katarakta 
Sekrecija i otečenost oka 
 
Mikroftalmija 
Prozirnost rožnjače 
Gubitak vida  
 
 
Gubitak sposobnosti percepcije 
gravitacije i pokreta. Manifestuje se 
gubitkom ravnoteže, orijentacije i 
brzine 
Odsustvo reakcije na iznenadan 
zvuk 
Zamagljenost očnog sočiva 
Oči su natečene i pojavljuje se 
velika sekrecija iz oka 
Oči su male i uvučene 
Pojave belih fleka na rožnjači. 
Zamagljenost rožnjače 
 
17 
 
 
Refleks treptaja 
 
 
 
Postojanje sekreta u nosu 
Manifestuje se gubitkom sposbnosti 
da dohvati tlo dok se drži za rep i 
spušta  
Izostanak refleksa treptaja pri 
naglom pokretu ka oku. Upućuje na 
poremećaje celokupnog vizuelnog 
sistema 
Pojava preteranog lučenja sekreta iz 
nosa 
Digestivne/ 
urogenitalne 
promene 
Malokluzija 
 
Rektalna prolapsa 
 
Vaginalni/uterusni/penilni 
prolaps 
 
Dijareja 
Nepravilnosti u položaju i veličini 
zuba 
Ispupčenje rektuma odmah ispod 
repa 
Vagina/uterus prolaze kroz 
vulvu/vaginu. Kožica ne može da 
se prevuče preko penisa 
Ukoliko je na zidovima kaveza 
izmet, prostrika kaveza je 
zalepljena za izmet. Uočava se krv, 
izmet ili prostrika oko rektuma 
Respiratorne 
promene 
Dubina udaha Problemi u disanju, šum pri 
udisanju/izdisanju, ubrzano disanje 
Nelagodnost Promene na licu životinje 
 
 
 
Piloerekcija 
Grimase usled izazvanog 
bola/nelagodnosti. 
Nakostrešena dlaka usled 
poremećaja u simpatičkom 
nervnom sistemu 
Drugo Temepratura  
Težina 
Smanjenje/povećanje temeprature  
Smanjenje/povećanje težine 
 
Pored ova dva opisana koncepta u definisanju merenja krhkosti i dalje se traga za 
još sveobuhvatnijom definicijom krhkosti, koja bi podrazumevala već opisane koncepte 
u kombinaciji sa dodatnim domenima ljudske aktivnosti. Oni, pored pomenute fizičke 
krhkosti, uključuju i kognitivne, fiziološke i socijalne domene (Panza i saradnici, 2015). 
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Na taj način bi ovaj multidimenzionalni sindrom uključio ne samo fizičku, već i 
kognitivnu i psihosocijalnu komponentu (Malmstrom i Morley, 2013; Panza i saradnici, 
2011). Kognitivna krhkost se bavi „starenjem uma“ (engl. Mindspan), odnosno 
održavanjem mentalnih sposobnosti tokom starenja. Potreba za ovakvim konceptom 
proizilazi iz činjenice da je starosno-zavisno pogoršanje mentalnih sposobnosti jedan od 
najpogubnijih posledica starenja. Prvi put je pojam kognitivne krhkosti uveden od strane 
Paganini-Hill 2001. godine, a već 2006. godine je ovaj izraz prvi put korišćen kao klinički 
pokazatelj stanja kognitivne ranjivosti pri blagom kognitivnom oštećenju (engl. Mild 
Cognitive Impairment, MCI) (Paganini-Hill i saradnici, 2001). Pokazano je da fizička 
krhkost može biti uključena i u druge poremećaje koji se odlikuju opadanjem kognitivnih 
sposobnosti, kao što je Alchajmerova bolest, vaskularne demencije i demencije koje ne 
uključuju AB (Panza i saradnici, 2015). Na ovaj način je kognitivna krhkost definisana 
kao klinički instrument, te se pravovremenom detekcijom kognitivne krhkosti 
omogućava, ne samo identifikacija jedinki sa rizikom za opadanje kognitivne funkcije, 
već i razvitak intervencija koje mogu sprečiti kognitivno propadanje tokom starosti. 
Pretpostavlja se da periferna insulinska rezistencija, hiperglikemija, dijabetes tipa 2, 
metabolički sindrom, kao i gubitak telesne mase, predstavljaju važne parametre u 
definisanju kognitivne krhkosti, a koji u starijem dobu mogu da dovedu do kognitivnih 
oštećenja (Knopman i saradnici, 2007; Frisardi i saradnici, 2010; Panza i saradnici, 2012; 
Semprini i saradnici, 2013). 
 
1.4. Energetski metabolizam u mozgu 
Opstanak svih živih organizama zavisi od njihove sposobnosti da kontrolišu 
energetski metabolizam kada je izvor nutrijenata redukovan. Protein koji ima ulogu 
unutarćelijskog energetskog senzora i odgovoran je za kontrolu metabolizma i 
energetskog balansa na nivou čitavog organizma je AMPK. Aktivacijom AMPK 
signalnog puta fosforilišu se specifični metabolički enzimi i kontroliše ekspresija gena, 
što za posledicu ima usklađivanje količine dostupnih izvora energije sa energetskim 
potrebama organizma (Hardie, 2012). AMPK svoju ulogu unutraćelijskog energetskog 
senzora obavlja tako što se aktivira u uslovima niskog energetskog statusa u ćeliji, 
odnosno kada je povećan AMP/ATP odnos (Witczak i saradnici, 2008) što može biti 
uzrokovano hipoksijom (Mungai i saradnici, 2011), ishemijom (Marsin i saradnici, 2000), 
toplotnim udarom, oksidativnim stresom (Wu i Wei, 2012), smanjenom količinom 
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nutrijenata ili produženom kontrakcijom mišića (Musi i saradnici, 2001). Visoka 
koncentracija AMP dovodi do njegovog vezivanja za kinazu i alosterične promene 
AMPK, s tim što puna aktivnost ovog enzima zavisi i od fosforilacije uzvodnih kinaza 
(Johnson i saradnici, 1996; Suter i saradnici, 2006). Sa druge strane, visok nivo ATP 
dovodi do njegovog vezivanja za AMPK i na taj način onemogućava vezivanje AMP, 
usled čega izostaje alosterična promena enzima i njegova aktivacija (Xiao i saradnici, 
2007).   
U svom aktivnom stanju, AMPK čuva energiju tako što aktivira kataboličke 
procese koji generišu ATP, kao što su preuzimanje glukoze u tkiva, glikoliza, oksidacija 
masnih kiselina i biogeneza mitohondrija, a isključuje ATP-zavisne anaboličke procese, 
poput glukoneogeneze, sinteze proteina, glikogena, holesterola i masnih kiselina. Pored 
toga, AMPK je odgovorna i za regulaciju sinteze mitohondrija, rast i proliferaciju ćelija, 
apoptozu i autofagiju (Viollet i saradnici, 2010). Ovaj enzim ima centralnu ulogu i u 
regulaciji apetita i hormonskog balansa, tako što u isto vreme kontroliše endokrini sistem, 
a i biva kontrolisan od strane mnogobrojnih hormona i citokina (Stark i saradnici, 2013).  
U normalnim, fiziološkim uslovima, sve moždane aktivnosti u potpunosti zavise 
od glukoze kao izvora energije. Mozak obuhvata samo 2% ukupne telesne mase, a 
odgovoran je za skoro 25% ukupne potrošnje glukoze (Rossi i saradnici, 2001). Neuroni 
koriste 70-80% ukupne energije, dok ostatak odlazi na potrebe glijskih ćelija, astrocita, 
oligodendrocita i mikroglije (Harris i saradnici, 2012; Hyder i saradnici, 2013). S obzirom 
na ove visoke energetske zahteve neurona i nemogućnost da sami stvaraju ili skladište 
glukozu, neophodan je kontinuiran transport glukoze kroz krvno-moždanu barijeru 
(KMB) i taj proces mora biti izuzetno dobro koordinisan. KMB je predstavljena 
komleksnim spletom krvnih sudova koji, zahvaljujući specifičnim ćelijama, omogućava 
selektivni prolaz molekula između krvi i moždanog tkiva. Na taj način ona štiti mozak od 
supstanci koje se nalaze u krvi i koje bi mogle štetno delovati na funkcije mozga. Svoju 
funkciju KMB ostvaruje putem selektivnog transporta jona, signalnih molekula i 
esencijalnih nutrijenata, kao što je glukoza. Ključnu ulogu u transportu glukoze ima 
familija glukoznih transportera (engl. Glucose Transporters, GLUT’s) (Scheepers i 
saradnici, 2004). Do sada je opisano četrnaest različitih izoformi transportera, koji sem 
glukoze imaju sposobnost prenosa laktoze, manoze, galaktoze, glukozamina i urata. 
Najbolje opisane glukozni transporteri su GLUT 1,2,3 i 4, a njihova uloga u kinetici i 
regulaciji prenosa glukoze je dobro okarakterisana (Thorens i Mueckler, 2010). Na 
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periferiji, GLUT1 je prisutan u različitim tipovima ćelija, a najviše je zastupljen u 
membrani eritrocita (Mueckler i Thorens, 2013). U mozgu, GLUT1 ima ključnu ulogu u 
preuzimanju glukoze i zastupljen je u endotelnim ćelijama mozga (Koranyi i saradnici, 
1991; Simpson i saradnici, 2001; Yeh i saradnici, 2008) i astrocitima (McCall i saradnici, 
1996). Ranije se smatralo da astrociti preuzimaju glukozu i pretvaraju je u laktat, koji 
biva dalje preuzet od strane neurona, služeći kao njihov osnovni izvor energije (Pellerin 
i saradnici, 2002). Otkriće uloge GLUT3 u mozgu je promenilo ovaj koncept, jer je 
pokazano da ovaj transporter, lokalizovan u neuropilu dendrita i aksona, omogućava 
direktno preuzimanje glukoze od strane neurona, bez posredstva astrocita (Simpson i 
saradnici, 2001; Thorens i Mueckler, 2010). U odnosu na ostale transportere, GLUT3 se 
karakterise visokim afinitetom za glukozu, čime je omogućeno održavanje visoke 
koncetracije glukoze u neuronima, čak i kada je njena koncentracija u međućelijskom 
prostoru niska (Cammandola i Mattson, 2017). Najveća koncentracija GLUT4 je 
zabeležena u masnom tkivu, srcu i skeletnim mišićima (Thorens i Mueckler, 2010). 
Osnovna karakteristika GLUT4 je da je insulin-zavisan, što znači da dovodi do transporta 
glukoze u uslovima povećane koncentracije insulina u cirkulaciji. Kada je koncentracija 
insulina niska, ovaj transporter se nalazi u citosolu, a kada se nivo cirkulatornog insulina 
poveća, dolazi do translokacije GLUT4 na površinu membrane, što omogućava unos 
glukoze u ćelije. Poremećaji u GLUT4-zavisnom transportu glukoze dovode do 
insulinske rezistencije i do dijabetesa tipa 2 (Kahn, 1996). U mozgu, GLUT4 je 
detektovan u hipokampusu, kori velikog mozga, cerebelumu i hipotalamusu (Vannucci i 
saradnici, 1998; Alquier i saradnici, 2006) i uglavnom je zastupljen u astrocitima, 
neuronima i endotelnim ćelijama (Kobayashi i saradnici, 1996), a često se eksprimira 
zajedno sa GLUT3 (Apelt i saradnici, 1999). Uloga GLUT4 u mozgu još uvek nije u 
potpunosti poznata, a najnovije studije ukazuju na moguću ulogu u metabolizmu glukoze 
u hipotalamusu (Ren i saradnici, 2015; Ren i saradnici, 2014) i u procesima učenja i 
pamćenja u hipokampusu (Pearson-Leary i McNay, 2016).  
 
21 
 
 
Slika 1.2. Prikaz lokalizacije glukoznih transportera na krvno-moždanoj barijeri. GLUT1 
se nalazi na membrani endotelijalnih ćelija i astrocita. GLUT3 i GLUT4 su lokalizovani na 
membrani neurona. Preuzeto iz Duelli i Kuschinsky, 2001. 
 
1.4.1. AMPK i glukozni transporteri u starenju 
Pokazano je da je smanjenje metabolizma glukoze rani pokazatelj fizioloških 
starosno-zavisnih promena (De Leon i saradnici, 1983; Small i saradnici, 2000; Mosconi 
i saradnici, 2008). Uočeno je da su hipokampus i kora velikog mozga izuzetno osetljivi 
na promene energetskog statusa i da ta osetljivost raste sa starenjem. Starosno-zavisno 
smanjenje metabolizma glukoze u ćelijama ovih regiona je praćeno i lošijim 
performansama na testovima pamćenja i učenja kod pacova (Gage i saradnici, 1984). Sa 
starenjem opada aktivnost AMPK kao i sposobnost ovog enzima da suprimira oštećenja 
u tkivu (Reznick i saradnici, 2007). Moždani udar dovodi do znatnog povećanja aktivnosti 
AMPK kod mladih jedinki, dok kod starih ovaj efekat izostaje (Liu i saradnici, 2011a), 
što upućuje na zaključak da osetljivost AMPK signalnog puta opada u procesu starenja. 
Do danas još uvek nije poznat mehanizam koji bi objasnio starosno-zavisne promene u 
AMPK signalnom putu, ali se smatra da su u tom procesu ključni nutritivni faktori, 
hormoni, inflamatorni signali, kao i protein fosfataze koje imaju ulogu u suprimiranju 
aktivnosti AMPK, (Viollet i saradnici, 2010). 
 Istraživanja na miševima su pokazala da tokom starenja dolazi do promene u 
ekspresiji glukoznih transportera u hipokampusu (Ding i saradnici, 2013). Ekspresija 
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GLUT1 i GLUT3 opada sa starenjem, pri čemu je smanjena ekspresija GLUT3 u 
korelaciji sa pokazanim smanjenim preuzimanjem glukoze u mozak. U istoj studiji nije 
zabeležena starosno-zavisna promena u ekspresiji GLUT4, ali se menjala lokalizacija 
ovog transportera, u smislu njegove povećane translokacije na plazma membrani starih 
životinja (Ding i saradnici, 2013). Starosno-zavisno smanjenje preuzimanje glukoze i 
ekspresije GLUT3 je pokazano i kod pacova Fischer 344 soja (Mooradion i saradnici, 
1991). Ovakve promene su pokazatelji da u toku starenja, mozak ne uspeva da se izbori 
sa smanjenom dostupnošću glukoze, što rezultuje poremećajima u energetskom 
metabolizmu. Promene u ekspresiji tokom starenja nisu bile specifične samo za tip 
glukoznog transportera već i za njihovu ćelijsku ekspresiju. Na primer, pokazano je da se 
ekspresija endotelnog GLUT1 smanjivala, a glijskog GLUT1 povećavala, što može da 
predstavlja potencijalni kompenzatorni mehanizam kod ovih životinja (Ding i saradnici, 
2013).   
Uloga AMPK da reguliše energetske promene uzrokovane stresom, kao njegova 
uloga glavnog regulatora sinteze i metabolizma mitohondrija, vodi ka pretpostavci da 
možda upravo ovaj enzim leži u osnovi pozitivnog delovanja dijetalne restrikcije. Tome 
u prilog idu i rezultati istraživanja rađenih na kulturi hipokampusnih ćelija, u kojoj je 
aktivacija AMPK rezultirala boljim preživljavanjem u uslovima smanjene dostupnosti 
glukoze, u odnosu na kontrolu (Culmsee i saradnici 2001). I ispitivanja na nižim 
organizmima, kao što su Chaenorabditis Elegans i voćna mušica, ukazuju na to da AMPK 
igra veoma važnu ulogu u dužini života (Apfeld i saradnici, 2004; Curtis i saradnici, 2006; 
Onken i Driscoll, 2010; Funakoshi i saradnici, 2011). Studije sprovedene na miševima su 
pokazale da različiti tipovi dijeta utiču na ekspresiju i aktivaciju AMPK (Dagon i 
saradnici, 2005, Hernandez i saradnici, 2017, Ma i saradnici, 2017; Tanegashima i 
saradnici, 2017, Dakic i saradnici, 2018), dok sa druge strane AMPK reguliše proteine 
koji su povezani s efektima DR kao što su sirtuini, FOXO familija transkripcionih faktora, 
mTOR kinaza. Takođe, pokazano je da je AMPK put jedan od načina na koji razni 
farmakološki agensi, mimetici DR, ispoljavaju svoje dejstvo (revija Canto i Auwerx, 
2011).  
 
1.5. Insulin u mozgu 
Insulin se intenzivno izučava u poslednjih devedeset godina, te je do danas 
sakupljeno mnoštvo podataka, ponajviše o njegovoj ulozi u jetri, mišićima i masnom 
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tkivu. Insulin sintetišu ćelije pankreasa, a njegova osnovna funkcija je da omogući 
ćelijama preuzimanje glukoze iz cirkulacije i njeno korišćenje kao izvora energije. 
Koncentracija insulina se reguliše negativnom povratnom spregom. Naime, sekretovani 
insulin dovodi do preuzimanja glukoze u tkivima koje poseduju insulin-zavisni 
transporter, GLUT4. Preuzimanje glukoze u ćelije dovodi do smanjenja glukoze u 
cirkulaciji, što biva detektovano od strane insulin nezavisnog GLUT2 transportera u beta 
ćelijama pankreasa. Informacija o smanjenoj koncentraciji glukoze u krvi predstavlja 
signal da pankreas prestane sa lučenjem insulina.  
 Dugi niz godina se smatralo da insulin ne prolazi krvno-moždanu barijeru, te da 
je mozak nezavisan od insulina, ali su pedesetih godina prošlog veka prva istraživanja 
ukazala na postojanje insulina u mozgu (Banks i saradnici, 1997). Danas se zna da insulin 
u mozgu reguliše izuzetno važne procese. Dok je uloga insulina na periferiji prvenstveno 
u regulaciji metaboličkih puteva, njegova uloga u mozgu je mnogo kompleksnija i pored 
regulacije metabolizma (Santos i saradnici, 1999; Gasparini i Xu, 2003) obuhvata 
regulaciju apetita (Ikeda i saradnici, 1986; Konner i saradnici, 2009), procese učenja i 
pamćenja (Takadera i saradnici, 1993), proliferacije i preživljavanja neurona (Tanaka i 
saradnici, 1995; Plitzko i saradnici, 2001). Smatra se da narušena regulacija insulina igra 
ulogu u mnogobrojnim oboljenjima, poput dijabetesa i Alchajmerove bolesti (Frolich i 
saradnici, 1999; Sandyk, 1993). Danas se zna da insulin iz periferne cirkulacije prolazi 
KMB, ali se tačan način prolaska još uvek ne zna (Rhea i saradnici, 2018). Identitet 
insulinskog transportera još uvek ne zna u potpunosti i dugo se smatralo se da tu ulogu 
vrši insulinski receptor (IR) (Woods i Porte 1977; Banks i saradnici, 1997c). Noviji 
podaci ukazuju na to da se prolazak insulina kroz KMB odvija neometano i bez prisustva 
IR, što ukazuje na postojanje posebnog transportera za insulin na KMB (Rhea i saradnici, 
2018). Regulacija prolaska insulina kroz KMB je kakteristična po tome što je insulinski 
transporter zasićen pri fiziološkim nivoima insulina u cirkulaciji i na taj način štiti mozak 
od prekomernog ulaska insulina.  
 Početno povećanje nivoa insulina na periferiji rezultuje pojačanim vezivanjem 
insulina za transporter i prolaskom insulina kroz KMB, što dovodi do veće koncentracije 
insulina u cerebrospinalnoj tečnosti (CST). Međutim, relativno brzo svi insulinski 
transporteri na KMB postanu zasićeni, te dodatno povećanje nivoa insulina na periferiji 
više ne rezultuje povećanim prolaska kroz KMB (Banks, 2004). Interesantno je da KMB 
nije podjednako propustljiva za insulin u svim regionima mozga, već je najpropustljivija 
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u delovima mozga u kojima insulin igra značajnu ulogu. U tim delovima, insulin u CNS 
može biti unet i direktno, preko cirkumventrikularnih organa koji se odlikuju 
propustljivom krvno-moždanom barijerom. Ovakav način prolaska insulina detektovan je 
u regionu hipotalamusa, što omogućava bržu insulinsku regulaciju u ovom regionu mozga 
(Wallum et al.,1987; Weindl and Sofroniew,1981). 
Takođe, pokazano je da propustljivost KMB i unos insulina u CNS zavisi i od 
stanja poput gladovanja (Strubbe i saradnici, 1988), prekomerne gojaznosti (Stein i 
saradnici, 1987; Kayiala i saradnici 2000) i tretmana deksametazonom (Baura i saradnici, 
1996). Hronična hiperinsulinemija, koja je karakteristika bolesti kao što je dijabetes tipa 
II, dovodi do insulinske rezistencije, odnosno smanjuje količinu IR na plazma membrani, 
i na ta način smanjuje osetljivost ćelija za insulin. Kod ovakvih poremećaja, u serumu 
postoji visok nivo insulina kao i glukoze (Leahy, 2005). Hronična hiperinsulinemija 
dovodi i do smanjenog prolaska insulina kroz KMB (Duarte i saradnici, 2012). Nasuprot 
tome, postoje slučajevi gde je transport insulina kroz KMB pojačan, na primer u toku 
neonatalnog razvića (Frank i saradnici 1985), i u nekim slučajevima dijabetesa (Banks, 
1997b).  
Do nedavno se smatralo da je insulin u mozgu poreklom isključivo iz periferne 
cirkulacije, te da se u mozgu ne sintetiše. Međutim, u prethodne dve decenije je velikim 
brojem eksperimenta pokazano da mozak ima sposobnost sinteze insulina. U kulturi 
neurona dolazi do otpuštanja insulina nakon membranske depolarizacije izazvane 
veratridinom ili hiperkalemijom (Clarke i saradnici, 1986). Takođe, preproinsulinska 
mRNK 1 i 2 je detektovana in vitro i in vivo, tokom fetalnog razvoja pacovskog mozga, 
dok je imunoreaktivnost na insulin u pokazana u endoplazminom retikulumu, 
Goldžijevom kompleksu, citoplazmi, aksonima, dendritima i sinapsama neurona (Duarte 
i saradnici, 2012). Istraživanja ukazuju da se sinteza insulina odvija u piramidalnim 
neuronima hipokampusa, prefrontalnog i entorinalnog korteksa, i u hipotalamusu 
(Csajbók i Tamás, 2016; Dakic i saradnici, 2017). Stoga nije iznenađujuće da su korteks, 
hipokampus, hipotalamus i amigdale bogate insulinom i njegovim receptorom 
(Havrankova i saradnici, 1978). Interesatno je da sinteza insulina nije detektovana u 
glijskim ćelijama (Hoyer, 2003). 
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1.5.1. Fiziološke funkcije insulina u mozgu 
Dobro je poznato da insulin deluje na energetski balans u organizmu. U zavisnosti 
od njegove koncentracije u mozgu, dejstvo insulina može biti anoreksigeno (inhibira unos 
hrane), ili oreksigeno (stimuliše unos hrane). Administracija insulina direktno u mozak 
dovodi do anoreksigenog efekta, odnosno, viša koncentracija insulina u mozgu dovodi do 
smanjenja nivoa serumskog insulina, povećanja nivoa glukoze u serumu, smanjenje 
apetita i telesne težine (Banks i saradnici, 2012). Nasuprot tome, smanjen nivo insulina u 
mozgu dovodi do povećanog unosa hrane i povećanja serumskog insulina. U skladu sa 
tim, uočeno je da gladovanje smanjuje transport insulina u mozak i na taj način zaustavlja 
anoreksigeni signal iz mozga (Banks, 2004). 
Svoju funkciju u regulaciji unosa hrane, insulin ostvaruje uz pomoć neuropeptida 
u hipotalamusu. (Plum i saradnici, 2005). Jedan od ključnih peptida u ovom procesu je 
neuropeptid Y (NPY), koji je eksprimiran u arkuatnom jedru zajedno sa aguti srodnim 
peptidom (engl. Aguti related peptid, AgRP) (Mayer i Belsham, 2009). Negativni 
energetski bilans stimuliše aktivnost NPY, povećavajući njegovu koncentraciju u 
hipotalamusu, što rezultira povećanim unosom hrane. Sa druge strane, insulin kao 
anoreksigeni peptid dovodi do supresije aktivnosti NPY, dajući osećaj sitosti i samim tim 
smanjujući unos hrane. Detektovano je da se u procesu starenja nivo NPY u hipotalamusu 
smanjuje, pa se smatra da on ima ulogu u takozvanoj starosno-zavisnoj anoreksiji (Moyer, 
2001). Istraživanja na pacovima su pokazala da tokom starenja nivo NPY opada, kao i da 
dolazi do starosno-zavisnih promene u gustini NPY receptora, u većem broju moždanih 
regiona, uključujući hipokampus i hipotalamus (Kowalski i saradnici, 1992, Cadacio i 
saradnici 2003, Kuruba i saradnici 2011; Veyrat-Durebex i saradnici, 2013).  
Efekat NPY nije ograničen samo na regulaciju unosa hrane, niti je njegova 
lokalizacija ograničena na hipotalamus. U amigdalama NPY ima ulogu u anksioznom 
ponašanju i u regulaciji konzumacije alkohola (Thorsell i Heilig 2002). U hipokampusu 
NPY učestvuje u procesima učenja i pamćenja, gde može imati kako inhibitorne, tako i 
stimulativne efekte. (Gotzsche i Woldby, 2015). Rezultati velikog broja studija ukazuju 
na važnu ulogu ovog neuropeptida u ispoljavanju efekata DR. Pokazano je da DR dovodi 
do povećanja NPY u arkuatnom nukleusu (Minor i saradnici 2009, Bi, 2007). Smatra se 
da DR svoj antikancerogeni efekat ostvaruje upravo putem dejstva na NPY (Minor i 
saradnici 2011; Chiba i saradnici 2014), a centralna administracija NPY ostvaruje slične 
 
26 
 
efekte kao i DR - smanjuje telesnu temperaturu i koncentraciju glukoze u krvi, a povećava 
koncentraciju glukokortikoida u cirkulaciji (Minor i saradnici 2009).   
 Prisustvo insulina i njegovog receptora u hipokampusu ukazuje na njegovu ulogu 
u procesima učenja i pamćenja, što je i pokazano u velikom broju studija (revija Zhao i 
saradnici, 1999). Tako je visoka koncentracija insulinskog receptora detektovana u 
regionima mozga koji učestvuju u procesima učenja i pamćenja, poput hipokampusa, 
amigdala i kore velikog mozga (Werther i saradnici, 1989; Marks i saradnici, 1990). 
Delovanjem na neurone hipokampusa, insulin dovodi do aktivacije glutamatnih NMDA 
receptora, a smanjenja aktivnosti AMPA receptora, koji imaju važnu ulogu u procesima 
učenja i pamćenja. Uz to, insulin povećava ekspresiju glavnih inhibitornih receptora u 
mozgu, GABA A receptora, na postsinaptičkoj membrani i membrani dendrita (Wan i 
saradnici, 1997), a utiče i na ekspresiju PSD95 proteina uključenog u sinaptičku 
plastičnost (Kleinridders i saradnici, 2014). Pokazano je da utišavanje gena za IR u 
hipokampusu pacova dovodi do poremećaja u prostornoj memoriji, verovatno putem 
smanjenja sinaptičke plastičnosti u hipokampusu (Grillo i saradnici, 2015). 
Mikroinjeciranje insulina u hipokampus pacova dovodi do poboljšanja prostorne 
memorije, a administracija insulina u cerebrospinalnu tečnost mozga pacova stimuliše 
konsolidaciju memorije (Babri i saradnici, 2007). Sa druge strane, blokada insulinskog 
signalnog puta rezultuje smanjenim performansama u prostornoj memoriji (McNay i 
saradnici, 2010). Insulin ima ulogu i u prevenciji gubitka kognitivnih sposobnosti nakon 
ishemije, moždane lezije i farmakološke inhibicije. Naime, pri lediranju hipokampusa 
pacova dolazi do ozbiljnih poremećaja u procesima učenja i pamćenja, ali ako se insulin 
primeni pre lezije, životinje pokazuju znatno manji gubitak kognitivnih sposobnosti 
(Zhao i saradnici, 2004). Kod Alchajmerove bolesti je narušena aktivnost insulina, kako 
na periferiji, tako i u mozgu, a u studiji koju su objavili 2008 godine, de la Monte i 
saradnici idu i korak dalje, nazivajući Alchajmerovu bolest dijabetesom tipa 3 (de la 
Monte i Wands, 2008). 
  
1.5.2. Insulinski signalni put 
Insulin svoje dejstvo u mozgu ispoljava vezujući se za insulinski receptor, koji je 
lociran na površini plazma membrane i koji poseduje tirozin-kinaznu aktivnost (Werner i 
LeRoith, 2014) (Slika 3). Insulinski receptori u CNS-u i na periferiji imaju vrlo slične 
kinetičke i farmakološke karakteristike (LeRoith i saradnici, 1988, Zahniser i saradnici 
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1984). Neuronalni IR se razlikuje od perifernog u tri karakteristike, prva je u tome što IR 
u neuronima nema egzon 11 i označava se kao IR-A. Pored neurona adulta, ova izoforma 
je karakteristična za embrione. IR-B izoforma koja sadrži egzon 11 se predominantno 
nalazi u jetri, masnom tkivu i glijskim ćelijama. Skeletni mišići sadrže jednaku količinu i 
IR-A i IR-B izoforme (Gralle, 2017). Druga karakteristika se odnosi na osobine perifernih 
IR-A i IR-B da pokazuju negativnu kooperativnost u kojoj vezivanje drugog molekula 
insulina dovodi do disocijacije prvog molekula. Neuronalna IR-A izoforma ne pokazuje 
negativnu kooperativnost. Treća važna razlika predstavlja nivo glikozilacije IR, koji je u 
manji u neuronima nego u gliji i periferiji (Gralle, 2017). Na osnovu ovih karakteristika 
se može pretpostaviti da je način vezivanja insulina za IR u mozgu drugačiji od one na 
periferiji.  
 
 
 
Slika 1.3. Prikaz insulinskog signalnog puta (objašnjenje u tekstu). Preuzeto i modifikovano 
iz Van den Berghe, 2004. 
 
Visoke koncentracije insulinskog receptora i njegove iRNK su detektovane u 
horoidnom pleksusu, olfaktornim bulbusima, piriformnom korteksu, amigdalama, 
hipokampusu, hipotalamusu i cereberalnom korteksu (Havrankova i saradnici, 1978; 
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Unger i saradnici, 1989; Wozniak i saradnici, 1993). Primećeno je da je IR zastupljeniji 
u neuronima u odnosu na gliju (Unger i saradnici, 1989). 
Insulinski receptor se sastoji od dve α i dve β subjedinice. Vezujuća mesta za 
insulin se nalaze na α subjedinicama, koje su locirane na spoljnoj površini plazma 
membrane. β subjedinice čine transmembranski i unutarćelijski deo receptora i poseduju 
tirozin-kinaznu aktivnost. Vezivanje insulina za α subjedininice receptora dovodi do 
promene njegove konformacije i brze autofosforilacije unutarćelijskih β subjedinica, što 
dalje vodi fosforilaciji familije proteina pod nazivom supstrati insulinskog receptora 
(engl. Insulin Receptor Substrate, IRS) (Taha i Klip, 1999). Do sada je detektovano 4 
člana IRS familije, IRS1, 2, 3 i 4. U mozgu su zastupljene IRS1 i IRS2 i smatra se da su 
ove dve izoforme odgovorne za najveći broj efekata insulina, s tim što je nedavno 
otkriveno da se u hipotalamusu eksprimira IRS4 izoforma, koja je karakteristična za fazu 
embrionskog razvoja (Kleinridders i saradnici, 2014). Prvi je okarakterisan IRS1, te se 
dosta zna o njegovoj funkciji u insulinskom signalnom putu (Boura-Halfon i Zick, 2009; 
Sun i saradnici, 1992). Smatra se da je IRS1 pre svega odgovorna za rast mozga, dok je 
IRS2 uključena u razvoj mozga, mada se efekti ove dve izoforme u velikoj meri 
preklapaju. Fosforilisani IRS dalje aktivira fosfatidilinozitol 3-kinazu (engl. 
Phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) preko SH2 domena, a PI3K dalje dovodi do 
fosforilacije i aktivacije protein kinaze C (PKC) i protein kinaze B (PKB/Akt) (Duarte i 
saradnici, 2012). Aktivacija ovog puta je odgovorna za metaboličke efekte insulina, za 
preživljavanje neurona, odnosno inhibiciju apoptoze (Heidei i saradnici, 2006, Boura-
Halfon i Zick 2009), a noviji radovi ukazuju i na ulogu ovog puta u učenju i pamćenju 
(McNay i saradnici, 2010).  
Pored pomenutog, postoji i drugi insulinski signalni put, koji uključuje aktivaciju 
Shc proteina (engl. Collagen Containing Protein, Shc), a koji dalje prenosi signal na 
kompleks vezujućeg proteina receptora faktora rasta 2 i SOS proteina (engl. Growth 
factor receptor binding protein 2/ Son-of-sevenless, Grb-2/ SOS). Ovaj kompleks 
omogućava aktivaciju Raf/Ras kompleksa i preko njega mitogen aktivirajuće protein 
kinaze (engl. Mitogen Activated Protein Kinase, MAPK). Smatra se da je ovaj signalni 
put uključen u procese sinaptičke plastičnosti i ćelijske smrti (Johnson-Farley i saradnici 
2006; Hetman i saradnici 1999; Sweatt 2001; Boura-Halfon i Zick 2009). 
Postoji i treći, alternativni signalni put u kom dolazi do interakcije između 
PI3K/Akt i MAPK puta. Ova interakcija se odvija na nivou Grb2/SOS kompleksa, koji 
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se u ovom slučaju vezuje za IRS, a ne Shc. Ovaj signalni put vodi ka inaktivaciji Ras/Raf 
i ERK½ (Aksamitiene i saradnici, 2012). Ovakva interakcija signalnih puteva omogućava 
ćeliji da procesuira i dekodira signale koji dolaze sa različitih receptora i koji su 
uzrokovani različitim spoljašnjim signalima. 
 
1.5.3. Uticaj starenja na insulinski signalni put 
U toku starenja dolazi do značajnih promena u insulinskom signalnom putu. 
Mnogobrojne studije koje su se bavile ispitivanjem starosno-zavisnih promena IR na 
nivou celog organizma su dale oprečne rezultate, u zavisnosti od organizma, tkiva i 
eksperimentalnih tehnika. Saznanja koja se odnose na promene u insulinskom signalnom 
putu u mozgu u toku normalnog, fiziološkog starenja za sada su malobrojna. Post-mortem 
studija na mozgovima starih ljudi je pokazala da dolazi do smanjenja koncentracije 
insulina u kori velikog mozga, kao i da se sa starenjem narušava sposobnost IR da vezuje 
insulin (Frolich i saradnici 1998). Uz to, starenje vodi smanjenju ekspresije IR na  krvno-
moždanoj barijeri, i ovaj proces je znatno izraženiji kod jedinki kod kojih postoji periferna 
hiperinsulinemija, ili insulinska rezistencija (Kullmann i saradnici, 2016). Istraživanja na 
pacovskim animalnim modelima su međutim, pokazala da starenje ne dovodi do promena 
u ukupnoj količini IR, već dovodi do smanjenja u količini fosforilisane forme IR, i to u 
cerebelumu i kori prednjeg mozga (Fernandes i saradnici, 2001), a istraživanje 
sprovedeno na pustinjskim miševima je pokazalo da dolazi do pada u koncentraciji 
ukupnog IR u čitavom hipokampusu (Park i saradnici, 2009). 
Poremećaji u insulinskom signalnom putu mogu dovesti do patoloških stanja kao 
što su insulinska rezistencija i dijabetes tipa II. U animalnim modelima dijabetesa tipa II 
pokazano je da u hipokampusu dolazi do slabljenja sinaptičke funkcije i smanjene 
neurogeneze što može biti uzrok kognitivnih poremećaja kod ovih životinja. (Mattson, 
2010). Klinički je pokazano da kod osoba starijih od 64 godine, sa insulinskom 
rezistencijom i dijagnozom dijabetesa tipa II, dolazi do znatnog pogoršanja kognitivnih 
funkcija u odnosu na zdrave osobe istog godišta (Plum i saradnici, 2005). Pored toga što 
starije osobe obolele od dijabetesa tipa II često pate od demencije, one imaju veći rizik 
oboljevanja od Alchajmerove bolesti (AB). 
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1.5.4. Uticaj DR na insulinski signalni put 
Veliki broj animalnih i humanih studija su pokazale da DR dovodi do povećanja 
periferne insulinske osetljivosti (Anson i saradnici, 2003; Cerqueira i saradnici, 2011, 
Larson-Meyer i saradnici 2006; Weiss i saradnici, 2006) time što suprimira aktivnost 
insulinskog signalnog puta. Studija na miševima je pokazala da DR u trajanju od 30 
nedelja dovodi do smanjenja u ekspresiji proteina uključenih u insulinski signalni put u 
mozgu (Ma i saradnici, 2014), dok je intermitentna dijeta u trajanju od 6 nedelja, u mozgu 
miševa dovela do smanjene aktivnosti Akt proteina, uključenog u signalni put insulina 
(Jianghua i saradnici 2011). Smanjena aktivnost insulinskog signalnog puta dovodi do 
boljeg preživljavanja stem ćelija, usporavanja starenja in vitro (Rafalski and Brunet, 
2011) i produženja životnog veka in vivo (Masternak i saradnici, 2009). Zahvaljujući 
brojnim eksperimentalnim dokazima, kao i kliničkim ispitivanjima, došlo se do značajnih 
otkrića o ulozi koju insulin ima u produženju životnog veka. Studije sprovedene na 
beskičmenjacima su pokazale da crvi i mušice eksprimiraju insulinu-slične peptide i da 
mutacija koja smanjuje njihovu ekspresiju produžava život ovih životinja (Bartke, 2008). 
U animalnim modelima kičmenjaka situacija je nešto složenija, verovatno je razlog tome 
kompleksnost mehanizama koji leže u osnovi dugovečnosti. Kod kičmenjanka mutacije 
gena koji su uključeni u signalni put insulina sa jedne strane dovode do produžetka života 
u odnosu na kontrolne, odnosno normalne WT (engl. Wild Type) životinje, a sa druge 
dovode do razvitka dijabetesa, hiperlipidemije, patoloških promena u jetri, a često i do 
letalnih ishoda (Selman i saradnici 2003). FIRKO miševi sa utišanim genom za IR u 
masnom tkivu, imaju za 18% duži životni vek od svojih WT kontrola (Bluher i saradnici, 
2003). Utišavanje IRS2 gena kod miševa dovodi do skraćenja životnog veka (Selman i 
saradnici, 2008), dok utišavanje IRS1 gena povećava životni vek i smanjuje starosno-
zavisne promene na koži, u kostima, u imunskom sistemu i u motoričkim funkcijama 
miševa (Taguchi i saradnici, 2007).  
Pokazano je da restrikcija hrane utiče na promene u metabolizmu glukoze i 
insulina, smanjujući njihove nivoe u cirkulaciji i time DR dovodi do mnogobrojnih 
pozitivnih efekata u organizmu (Masoro, 2005; Martin i saradnici, 2006; Hadem i 
saradnici, 2018). Niži nivoi glukoze i insulina dovode do bolje iskorišćenosti dostupne 
energije i efektivnijeg odgovora ćelija na insulin-zavisno preuzimanje glukoze. Pokazano 
je da visok nivo glukoze u cirkulaciji vremenom dovodi do povećane glikozilacije 
proteina koja uzrokuje njihovo oštećenje, a ukoliko je i nivo insulina visok, dolazi do 
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razvijanja patoloških promena koje se nalaze u osnovi metaboličkog sindroma, dijabetesa 
i kardiovaskularnih bolesti. Nasuprot tome DR, redukcijom nivoa glukoze i insulina, 
smanjuje ovakve promene i dovodi do poboljšanja insulinske osetljivosti kod pacova 
(Martin i saradnici, 2006), a pokazana je povećana insulinska osetljivost u kori velikog 
mozga i  hipokampusa kod majmuna nakon dugotrajnog restriktivnog režima ishrane 
(Willette i saradnici, 2012). Nedavno je pokazano da DR utiče i na povećanje insulin-
zavisnog preuzimanja dopamina u repatom jedru, putamenu i nucleus accumbens-u kod 
pacova (Kumry i saradnici 2017).   
Srazmerno povećanju starih ljudi u populaciji, raste i broj bolesti u kojima je 
poremećen energetski metabolizam, uključujući neurodegenerativne bolesti i kognitivne 
poremećaje. S obzirom na to da je mozak ključni organ u regulaciji energetskog 
metabolizma na nivou celog organizma, detaljnija ispitivanja procesa preuzimanja 
glukoze i insulinskog signalnog puta u mozgu nam mogu otkriti ključne tačke u kojima 
bi terapeutske intervencije mogle ublažiti starosno-zavisne promene.  
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2. CILJ 
 
Proces starenja dovodi do strukturalnih i funkcionalnih promena u mozgu, koje 
rezultiraju postepenim gubitkom motoričkih i kognitivnih sposobnosti. Sa razvojem i 
napretkom terapija koje produžavaju životni vek, zabeležen je i porast u broju starosno-
zavisnih bolesti kod ljudi. Narušavanje homeostaze energetskog metabolizma predstavlja 
jedan od vodećih uzroka koji leži u osnovi brojnih neurodegenerativnih bolesti koje se 
javljaju tokom starenja. Primarnu ulogu u održavanju energetskog statusa neuralnih ćelija 
imaju proteini koji omogućavaju preuzimanje glukoze u ćeliju, poput glukoznih 
transportera, AMPK proteina i proteina insulinskog signalnog puta. Zna se da dijetalna 
restrikcija ostvaruje neuroprotektivno dejstvo time što odlaže starosno-zavisne promene 
u mozgu i poboljšava kognitivne i motoričke sposobnosti jedinke, ali se još uvek 
nedovoljno zna o ulozi koju dijetalna restrikcija ima na promene u energetskom statusu 
ćelija mozga u toku starenja. Takođe, smatra se da DR može ispoljiti i negativne efekte u 
zavisnosti od starosne dobi u kojoj počinje i dužine trajanja.  
Cilj ove disertacije bio je da se ispita kakav efekat različiti tipovi dijetalne 
restrikcije imaju na promene u kognitivnim i motoričkim sposobnostima pacova, i kakav 
efekat ima dugotrajna restrikcija hrane na proteine koji učestvuju u metabolizmu glukoze 
u hipokampusu, kori prednjeg mozga i hipotalamusu pacova u toku starenja. U skladu sa 
navedenim, postavljeni su sledeći specifični ciljevi istraživanja: 
1. Ispitati uticaj starenja i različitih režima ishrane na aktivnost i proces habituacije kod 
mužjaka pacova Wistar soja u testu otvorenog polja 
2. Ispitati efekat starenja i različitih režima ishrane na kognitivne parametre Wistar 
pacova u test Y lavirinta 
3. Odrediti frailty score (FS), odnosno stanje krhkosti svih ispitivanih AL starosnih 
grupa i analizirati uticaje sva tri režima ishrane na FS 
4. Odrediti nivo glukoze, insulina, holesterola i triglicerida u serumu u toku starenja i 
nakon dejstva različitih režima ishrane 
5. Ispratiti promene proteina uključenih u preuzimanju glukoze u mozgu (GLUT1, 
GLUT3 i GLUT4), kao i glavnog energetskog senzora ćelije (AMPK), u hipokampusu 
i kori prednjeg mozga Wistar pacova tokom starenja i pod uticajem dijetalne 
restrikcije 
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6. Ispitati da li starenje i dugotrajni režim ishrane deluju na ekspresiju proteina 
uključenih u insulinski signalni put (insulin, IRβ, IRS1 i Akt) i na ekspresiju 
oreksigenog peptida NPY u hipokampusu i hipotalamusu Wistar pacova 
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3. MATERIJAL I METODE 
 
3.1. Eksperimentalne životinje 
U ovoj doktorskoj disertaciji su korišćeni mužjaci pacova soja Wistar (n=67) iz 
vivarijuma Instituta za biološka istaživanja “Siniša Stanković” (IBISS). Životinje su u 
toku eksperimenta gajene po 2-4 u kavezu, pri standardnim uslovima u prostoriji 
(temperatura: 23±2 °C; relativna vlažnost vazduha: 60-70%), sa svetlosnim režimom 12h 
svetlost/12h mrak i slobodnim pristupom vodi. Svi eksperimenti na životinjama odobreni 
su od strane Etičkog komiteta IBISS-a (rešenje broj 05-06/14). 
 
3.2. Eksperimentalni dizajn 
Starost životinja na početku eksperimenta je bila 6 meseci. Nakon toga, životinje 
su podeljene u dve osnovne grupe u zavisnosti od količine hrane koju su dobijale. 
Prosečna dnevna potrošnja hrane po životinji određena je nakon sedmodnevnog merenja 
količine konzumirane hrane. Prva grupa je označena kao ad libitum (AL) grupa i tokom 
čitavog eksperimenta je imala neograničen pristup hrani, dok je druga grupa, označena 
kao DR, podvrgnuta dijetalnoj restrikciji (DR). Količina hrane koju je ova grupa životinja 
dobijala je iznosila 60% prosečnog dnevnog unosa hrane AL grupe. Sve eksprimentalne 
grupe su hranjene standardnom briketiranom hranom (45% ugljeni hidrati; 5% masti; 
20% proteini). DR grupa je dalje podeljena na tri podgrupe, u zavisnosti od vremena 
početka i dužine trajanja restriktivnog dijetalnog režima (Slika 3.1). DR1 režim je uveden 
kad su životinje imale navršenih 6 meseci života i trajao je sve dok životinje nisu napunile 
12, 18 odnosno 24 meseca. DR2 režim ishrane je počeo sa navršenih 12, odnosno 18 
meseci života i trajao je 6 meseci. DR3 režim je počeo kad su životinje imale 15, odnosno 
21 mesec i trajao je 3 meseca. Uzimajući u obzir da je vremenski period između izvođenja 
eksperimenta na DR1, odnosno DR2 i DR3 grupama životinja bio dug, bilo je neophodno 
uvesti dve AL kontrolne grupe, odgovarajuće za svaku DR kohortu. Prva AL (AL1) grupa 
je bila kontrola za DR1 tretman, dok je druga AL grupa (AL2) služila kao kontrola za 
DR2 i DR3 tretman. Sve eksperimentalne životinje bez obzira na tip ishrane su bile 
podvrgnute testovima ponašanja u trenutku kada su dostigle odgovarajuću starost (6, 12, 
18 ili 24 meseca), a broj životinja po eksprimentalnoj grupi je varirao od 8-22. Životinje 
su hranjene svakoga dana u 15h, dok su testovi ponašanja rađeni u prepodnevnim 
časovima, pre hranjenja životinja. 
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Slika 3.1. Shematski prikaz različitih dijetalnih režima 
 
Životinje iz svih eksperimentalnih grupa su odmah nakon završetka testova 
ponašanja žrtvovane brzom dekapitacijom u trenutku dostizanja određene starosti, tj. 12, 
18 i 24 meseca. Na isti način su žrtvovane i životinje stare 6 meseci, koje su predstavljale 
kontrolnu grupu za ispitivanje efekata starenja.  
 
3.3. Testovi ponašanja 
3.3.1. Test otvorenog polja 
Motorna aktivnost životinja je merena u Opto-Varimex kavezima (Columbus 
Instruments, OH) u prostoriji koja je zvučno i svetlosno izolovana (Slika 3.2). Iznad 
centra arene je postavljeno svetlo jačine 150 luksa, a svaki kavez dimenzija 
44.2x43,2x20cm je opremljen sa 15 infracrvenih predajnika/prijemnika koji su 
postavljeni na X i Y osi, na visini od 3 cm iznad poda kaveza. Sa obe strane kaveza je 
postavljen jedan niz predajnika/prijemnika na visini od 8cm iznad poda, koji detektuju 
vertikalne pokrete životinje (izdizanje na zadnje noge). Svaki prekid zraka stvara 
električni impuls koji se registruje digitalni brojač. Analiza podataka je izvršena Auto-
Track softverom (Columbus Instruments, OH). Na svaku1/10 sekunde podaci sa Opto-
Varimex jedinice su analizirani i izvršena je kategorizacija aktivnosti životinje. 
Lokomotorna aktivnost je detektovana u slučaju da  životinja prekine tri infracrvena zraka 
zaredom. Vertikalna aktivnost je detektovana kada životinja prekine zrak 
predajnicima/prijemnicima koji su postavljeni 8cm iznad poda aparature, dok se uspravlja 
na zadnje noge. 
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Slika 3.2. Opto Varimex kavezi za praćenje motoričke aktivnosti kod glodara (Laboratorija 
56, IBISS) 
 
Životinjama je dozvoljeno da istražuju test arenu tokom 40 minuta, 5 dana 
zaredom. U okviru tih 5 ispitivanih dana praćene su lokomotorna, vertikalna aktivnost i 
habituacija. Lokomotorna aktivnost odgovara putu koji životinja pređe u toku jedne sesije 
(perioda u kojem se registruje aktivnost životinje u test areni, u ovom slučaju 40 minuta) 
i izražena je u u cm, a vertikalna aktivnost odgovara ponašanju životinje koja slobodno 
ili oslonjena na zid arene stoji na zadnjim ekstremitetima i istražuje okolinu.  
Kada se životinja stavi u nepoznato okruženje, u ovom slučaju arenu, ona ima 
tendenciju da istražuje prostor tokom određenog vremenskog perioda, nakon čega dolazi 
do pada njene vertikalne i lokomotorne aktivnosti (Leussis i Bolivar 2009). Ovo 
smanjenje motorne aktivnosti je poznato pod nazivom habituacija i smatra se 
najjednostavnijim oblikom učenja. Pad aktivnosti u toku jedne sesije predstavlja 
unutarasesijsku habituaciju, dok smanjenje aktivnosti kroz eksperimentalne dane 
predstavlja međusesijsku habituaciju. U našim eksperimentima je međusesijskom 
habituacijom praćena aktivnost životinja u toku 40 minuta, 5 dana zaredom, dok je kod 
unutarsesijske habituacije praćena aktivnost prvih i poslednjih 5 minuta istog dana,  u 
toku svih 5 dana. 
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3.3.2. Y lavirint 
Y lavirint se sastoji od tri kraka (dimenzija 50x25x16 cm) napravljenih od 
neprovidnog pleksiglasa i međusobno postavljenih pod uglom od 120° (Slika 3.3). Test 
se sastoji iz dva dela. U prvom delu eksperimentalnoj životinji je dozvoljeno da slobodno 
istražuje dva kraka lavirinta (označeni kao 1. I 2. Krak) tokom 10 minuta, dok je treći 
krak zatvoren. Nakon desetominutnog istraživanja, životinja se vraća u svoj kavez na sat 
vremena. Nakon isteka tog vremena životinja se ponovo stavlja u Y lavirint i dozvoljava 
joj se da slobodno istražuje sva tri kraka lavirinta tokom 10 minuta, odnosno ovga puta 
otvara se i treći, takozvani “nepoznati” ili novi krak, koji je prethodno bio nedostupan za 
istraživanje. Beleži se broj ulazaka u svaki krak, kao i vreme provedeno u svakom kraku.  
 
 
Slika 3.3. Y lavirint za za ispitivanje prostorne memorije glodara (Laboratorija 56, IBISS) 
 
Na osnovu broja ulazaka u krake izračunavaju se spontane alteracije (engl. 
Sponatenous Alterations, SAB). Spontane alteracije reflektuju urođenu sklonost životinja 
(naročito glodara) da ispituju različite krake, odnosno da alteriraju krak lavirinta u koji 
ulaze i koji žele da ispitaju. Sa obzirom da ni u jednom kraku lavirinta nije bila prisutna 
“nagrada”, već je životinja samo spuštena u Y lavirint, alteracije su označene kao 
“spontane”. Za računanje SAB prvo se svakom kraku dodeli oznaka, prvom se dodeli 
oznaka A, drugom B i trećem C. Zatim se beleži se redosled ulaska životinje u svaki krak, 
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npr. Životinja je prvo ušla u krak C, pa A, pa B što je zabeleženo kao CAB. Nakon toga 
je potrebno ustanoviti koji tripleti su uspešni (tri uzastopna ulaska u različite krake, tj. 
krake koje životinja nije prethodno posetila), sa dozvoljenim preklapanjima. Ukoliko je 
redosled ulaska u krake CABBABCBCACBA, kao uspešni tripleti se uzimaju CAB (1), 
ABC (2), BCA (3) ACB (4) CBA (5) tj oni u kojima nema ponavljanja dva kraka. Zatim 
se pristupa izračunavanju formule za SAB prema formuli (Hughes, 2004): 
broj uspešnih tripleta (u ovom slučaju 5) 
ukupan broj ulazaka u krake – jedan (13-1)  
Analizom ponašanja životinja u Y lavirintu, ustanovljeno je da nema značajnih 
razlika u ponašanju među životinjama iz AL1 i AL2 kohorte te su dalje životinje 
odgovarajuće starosti iz obe kohorte objedinjene i na taj način su formirale zajedničke 
starosne AL grupe (AL 12, 18 i 24 meseca stare). 
 
3.3.3. Frailty score (FS) 
Za računanje stepena krhkosti, odnosno frailty scora (FS) kod naših životinja, za 
osnovu je uzeta publikacija Gomez-Cabrera i saradnika (Gomez-Cabrera i saradnici, 
2017) koji su za racunanje FS uveli takozvani „Valencia score“, a koji predstavlja 
modifikovanu verziju rada Fried i saradnika o fenotipskoj krhkosti iz 2001. godine. U 
ovoj doktorskoj disertaciji  njihove metode su preuzete i adaptirane tako da se formira 
jedinstven fizičko-kognitivni FS koji u sebi sadrži parametre fizičke izdržljivosti 
(izračunate na osnovu težine životinja i rezultata iz testa otvorenog polja i) i parametre 
kognitivnog statusa (na osnovu rezultata dobijeninh u testu Y lavirinta). Iz testa otvorenog 
polja su korišćene vrednosti detektovane tokom prvih 10 minuta registracije  i to za 
sledećih 5 parametara : ukupni pređeni put (engl. distance traveled, DT), ukupno vreme 
provedeno u kretanju (engl. ambulatory time, AT), procenat vremena provedenog u 
kretanju u odnosnu na ukupno vreme (T/AT), prosečna brzina kretanja životinje (DT/AT) 
i njena vertikalna/eksploratorna aktivnost. Iz testa u Y lavirintu je korišćeno sledećih 5 
parametara: ukupan broj ulazaka u sve krakove lavirinta, broj ulazaka u treći krak, 
procenat ulaska u treći krak u odnosu na ukupan broj ulazaka u sve krakove, vreme 
provedeno u trećem kraku i broj spontanih alteracija. Kao jedanaesti parametar za 
računanje FS je uzeta težina životinja.  
Posebno je računat FS tokom starenja, a posebno uticaj različitih dijetalnih režima 
na FS. Prvi korak u određivanju granice za krhkost je formiranje tzv. zbirne grupe 
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eksperimentalnih životinja, koja se sastoje od svih eksperimentalnih AL i/ili DR  grupa 
koje želimo da poredimo. S obzirom na to da su zbog dugog trajanja eksperimenta 
uvedene dve kontrolne (AL) kohorte, za FS u toku starenja su kombinovane životinje 
odgovarajuće starosti iz obe kohorte (za objašnjenje videti eksperimentalni dizajn) pa je 
tako dobijena zbirna grupa od 12 meseci AL1+AL2, 18 meseci AL1+AL2 i 24 meseca 
AL1+AL2. Za računanje uticaja dijete na FS, u istu zbirnu grupu su stavljene životinje na 
dijeti i odgovarajuća starosna kontrola: 12 meseci AL1+DR1, 18 meseci AL1+DR1, 24 
meseca AL1+DR1 i 12 meseci AL2+DR2+DR3, 18 meseci AL2+DR2+DR3, 24 meseca 
AL2+DR2+DR3.  
Drugi korak u određivanju granice za krhkosti je računanje tzv. prelomne tačke 
(engl. cutt off point). Prateći metodu Gomez-Cabrera i saradnika, u okviru svake zbirne 
grupe i za svaki od jedanaest parametara je izračunata vrednost od 20% najlošijih rezultata 
za svaki parametar (na primer, za lokomotornu aktivnost se unesu podaci svih životinja 
12 meseci AL i DR, a Graph Pad program odredi graničnu vrednost za 20% najlošijih 
rezultata u okviru ove zbirne grupe). Zatim se odredi broj životinja iz AL i iz DR grupe 
koje su imale vrednost ispod te granične, odnosno čiji su rezultati spadali u 20% najlošijih 
rezultata. Data vrednost je predstavljala granicu krhkosti tj. prelomnu tačku: sve životinje 
čiji su ispitivani parametri imali vrednost u tih najnižih 20%  su smatrane krhkim, 
odnosno smatrane su pozitivnim za dati i kriterijum krhkosti. Nakon određivanja 
prelomne tačke za svaki parametar u okviru zbirne grupe, nastupa sledeći  korak u kome 
treba za svaku pojedinačnu eksperimentalnu grupu (AL i DR) i parametar odrediti broj 
životinja koje se nalaze ispod prelomne tačke. Finalni korak je određivanje FS, gde je 
neophodno objediniti rezultate za sve parametre za svaku pojedinačnu grupu i ustanoviti 
koliko u kojoj grupi ima fragilnih jedinki. To je urađeno na sledeći način: ukupan broj 
testova (parametara) koje životinje u svakoj pojedinačnoj grupi nisu prošle (A) je 
podeljen sa ukupnim brojem testova (parametara) koje su životinje uspešno prošle iz iste 
pojedinačne grupe (B) i izraženo u procentima (Videti Rezultate, Tabela 5 i 6).  
 
3.4. Određivanje biohemijskih parametara u serumu pacova 
Za biohemijske analize prikupljena je krv iz tela životinje. Serum je izolovan na 
sledeći način: krv je ostavljena da koaguliše 30 min na sobnoj temperaturi, a potom je 
centrifugirana 15 min na 1500 rpm. Supernatant je prebačen u sterilne epruvete i zamrznut 
(-20ºC). Nivo insulina u serumu pacova određen je radioimunoesejem (RIA INS PEG 
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test) a nivoi ostalih biohemijskih parametara (glukoza, holesterol i trigliceridi) određeni 
su spektrofotometrijskom analizom u Institutu za primenu nuklearne energije (INEP, 
Zemun, Srbija). 
 
3.5. Određivanje količine proteina semikvantitativnom analizom imunoblotova 
3.5.1. Izolovanje ukupnih proteina iz tkiva 
Za imunoblot analizu korišćeno je po 5 životinja u svakoj eksperimentalnoj grupi. 
Postupak disekcije korteksa, hipokampusa i hipotalamusa mozga žrtvovanih životinja, 
rađen je na ledu, kako bi se sprečilo dejstvo proteolitičkih enzima. Nakon disekcije, tkiva 
su čuvana na -70?C do dalje upotrebe. Proteini su izolovani iz zamrznutog tkiva, a ceo 
proces je obavljen na ledu. Eksperimentalni uzorci nisu spajani i dobijeni rezultati se 
odnose na pojedinačne životinje. Tkivo je homogenizovano u 10 zapremina pufera za 
liziranje, u staklenom homogenizeru zapremine 2 ml. Kao pufer za liziranje korišćen je 
RIPA pufer (Tabela 3.1) kome je neposredno pred upotrebu dodat kompletan koktel 
proteaznih inhibitora (Roche, Mannheim, Germany), kao i fosfatazni inhibitori (Tabela 
3.1). Na ovaj način su izolovani ukupni protein iz tkiva. Homogenati su sonifikovani i 
centrifugirani na 16000xg, 30 minuta na 4?C, a supernatant sa solubilnim proteinima uzet 
je za dalje analize. Do daljih analiza, uzorci su čuvani na -70°C.  
 
Tabela 3.1. Rastvori i puferi korišćeni u eksperimentalnim procedurama 
Rastvori Sastav i proizvođač 
Pufer za liziranje 
RIPA pufer: 
50 mM Tris–HCl pH 7.5 
150 mM NaCl 
1% NP-40 
0.5% Triton X-100 
0.1% SDS 
1 mM EDTA 
1 mM EGTA) 
 
Proteazni inhibitori 
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Roche, Mannheim, Germany 
 
Fosfatazni inhibitori:  
25 mM NaF 
5 mM Na4P2O7 
2 mM Na3VO4 
Određivanje 
koncentracije proteina 
Micro BCA Protein Assay Kit 
Pierce Inc., Rockford, USA 
Rastvor luminola  
 
Za 100 ml radnog rastvora:  
1 ml luminola  
0,44 ml p-kumarinske kiseline u DMSO  
10 ml 1M Tris-HCl, pH 8.5  
88,6 ml Mili-Q H2O 
Gelovi za elektroforezu 
 
Gel za razdvajanje: 
5-10% akrilamid / bisakrilamid (29:1) (Sigma) 
1,5 M Tris pH 8.8  
10% SDS  
10% amonijum persulfat (ICN) 
1% tetrametiletilendiamin (Serva) 
  
Gel za koncentrisanje:  
4% akrilamid / bisakrilamid (29:1)  
0,5 M Tris-HCl, pH 6.8  
10% SDS  
10% amonijum persulfat  
1% tetrametiletilen diamin 
Pufer za uzorke (2× 
Lemli pufer)  
 
31.25 mM Tris pH 6.8  
10% glicerol  
1% SDS 
5% 2-merkaptoetanol 
0.025% bromfenol plavo 
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Pufer za elektroforezu 
192 mM glicin 
25 mM Tris pH 8.3 
0.1% SDS 
Pufer za transfer proteina  
 
20% metanol  
192 mM glicin  
25 mM Tris pH 8.3 
TBST pufer  
 
Tris pufer sa dodatkom deterdženta   
20 mM Tris pH 7.6 
137 mM NaCl  
0,05% Tween 20 
Ponceau S boja  
 
Radni rastvor:  
1% Ponceau S boja  
5% glacijalna sirćetna kiselina 
 
3.5.2. Određivanje koncentracije ukupnih proteina 
Koncentracija ukupnih proteina određena je metodom po Pierce-u pomoću 
komercijalnog kompleta (Micro BCA Protein Assay Kit; Pierce Inc., Rockford, USA), 
tzv. Mikrometodom, po uputstvu proizvođača. Koncentracija proteina u pripremljenim 
uzorcima određena je metodom zasnovanom na svojstvu bicinhoninske kiseline da 
detektuje Cu1+ koji se formira redukcijom Cu2+ u prisustvu proteina u alkalnoj sredini. 
Uzorci su prvo razblaženi 10 puta (5μl uzorka i 45μl mQH2O), a zatim je 10μl tako 
razblaženog uzorka dodato u 115μl mQH2O i 125μl boje iz kita. Nakon inkubacije u 
trajanju od 2 h na 37°C očitana je apsorbanca uzoraka na 562 nm, korišćenjem ELISA 
čitača (Bio-Rad Laboratories). Za standardnu krivu korišćene su poznate koncentracije 
goveđeg albumin seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA; Sigma).   
 
3.5.3 Elektroforeza proteina 
Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj težini vršeno je na 
denaturišućim poliakrilamidnim gelovima sa natrijum-dodecilsulfatom (engl. Sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) u tzv. diskontinualnom 
sistemu (za detalje videti Laemmli, 1970). Za nalivanje gelova debljine 0.75 mm i samu 
elektroforezu korišćena je aparatura za elektroforezu HoeferTM SE 260 (Amersham 
Biosciences). Za nalivanje uzoraka korišćeni su češljići od 15 i od 10 bunarića. U 
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aparaturu je prvo je naliven gel za razdvajanje (finalne koncentracije 8% ili 10%), a zatim 
gel za koncentrisanje (Tabela 3.1).  
Količina proteina koja je nanošena na gel optimizovana je eksperimentalno za 
svaki protein pomoću krivih sa dvostrukim razblaženjima proteina, a sa koncentracijama 
primarnog antitela preporučenim od strane proizvođača. Kao optimalna količina proteina 
uzeta je ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive zavisnosti intenziteta intenziteta 
signala i količine nanetih proteina. Na taj način je određeno da je za ispitivanje ekspresije 
insulina, NPY-a, IR β, fosfo-IR β, IRS1, fosfo-IRS1, Akt-a i fosfo-Akt-a bilo potrebno 
naneti po 20?g ukupnih proteina, a po 15?g za ispitivanje ekspresije AMPK, fosfo 
AMPK, GLUT1,3 i 4. Kao pufer za nalivanje korišćen je 2xLaemmli (Tabela 3.1) dodat 
uzorku u odnosu 1:1 (v/v). Uzorci su pre nalivanja dodatno denaturisani kuvanjem na 
95?C tokom 5 minuta, sem uzoraka za GLUT receptore, fosfo-IRβ i fosfo-IRS1 koji nis 
prolazili kroz proces dodatne denaturacije. Kao standard za molekulsku težinu proteina 
korišćeni su obojeni marker PageRuler PrestainedProtein Ladder (10-180 kDa; #26616, 
Termo Fischer Scientific) i Spectra Multicolor High Range Protein Ladder (10-260kDa, 
#26625, Termo Fischer Scientific). Elektroforeza je vršena u puferu za elektroforezu 
standardnog sastava (Tabela 3.1), pod konstantnim naponom od 120/150 V, dok boja ne 
stigne do kraja gela.  
 
3.5.4. Elektrotransfer proteina 
Prenos (transfer) proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF (polivinildifluorid) 
membranu (Millipore, Immobilon-P) je rađen korišćenjem sistema za transfer (Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories). Nakon završene 
elektroforeze gel za razdvajanje je pažljivo uklonjen sa keramičke ploče i prenet u posudu 
sa puferom za transfer (Tabela 3.1), gde je ostavljen narednih 15 minuta (tzv. ekvilibracija 
gela). PVDF membrana (isečena u dimenzijama gela) je prvo isprana u destilovanoj vodi 
u trajanju od 10 minuta, a zatim prebačena u posudu sa puferom za transfer gde je 
ekvilibrisana narednih 15 minuta. Pomoćne komponente (filter papir, Watman papir, 
sunđeri) su takođe adekvatno pripremljene potapanjem u pufer za transfer tokom 30 
minuta. Nakon slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i stavljanja u tank sa 
puferom, elektrotransfer proteina je vršen tokom 70 minuta, pod konstantnim naponom 
od 120 V na sobnoj temperaturi. Po završenom transferu membrane su fiksirane u 70% 
metanolu pa osušene na sobnoj temperaturi bez ikakvog dodatnog ispiranja. Neposredno 
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pred dalju analizu, membrane su držane u destilovanoj vodi tokom 20 minuta, bojene 
Ponceau S bojom (Tabela 3.1), a zatim skenirane radi vizuelizacije proteinskih traka i 
dalje kvantifikacije proteina. 
 
3.5.5. Imunološka detekcija proteina specifičnim antitelima - Western blot 
metoda 
Radi dalje imunološke detekcije proteina membrane su inkubirane u rastvorima 
odgovarajućih antitela uz lagano mešanje. Prethodno su membrane inkubirane u 
blokirajućim rastvorima u trajanju od 1h na klackalici na sobnoj temperaturi kako bi se 
umanjila mogućnost nesepecifičnog vezivanje antitela za membranu. Kao blokirajući 
agens je korišćeno 5% mleko (Santa Cruz) rastvoreno u Tris puferu sa dodatkom 
deterdženta Tween-(Tabela 3.1) ili 3% goveđi serum albumin za fosfo-antitela (Bovine 
Serum Albumin, BSA, Sigma-Aldrich). Primarna antitela su razblažena samo u TBST-u, 
uz izuzetak fosfo-antitela i AMPK, koja su razblažena u 3% BSA. Spisak korišćenih 
primarnih antitela, kao i korišćenih razblaženja naveden je u Tabeli 3.2. Nakon inkubacije 
sa pojedinačnim primarnim antitelima preko noći na +4C, membrane su ispirane 3 puta 
po 10 minuta u Tris puferu sa dodatkom deterdženta Tween-20. Potom su inkubirane sa 
odgovarajućim sekundranim antitelom (anti-zec, Santa Cruz) obeleženim peroksidazom 
rena, u TBST-u (razblaženje 1: 5000) 1 h na sobnoj tempraturi.  
Za detekciju hemiluminescentnog signala, sekundarnim antitelima obeleženim 
peroksidazom rena je najpre ponuđen supstrat koji u sebi sadrži luminol (komercijalni 
komplet - Western blotting detection reagents, chemiluminescent, GE Healthcare). 
Membrana je inkubirana u supstratu 2 minuta, oceđena i izložena autoradiografskom 
filmu osetljivom na plavu svetlost (Kodak) u trajanju od 1 do 30 minuta. Filmovi su 
razvijeni odmah i skenirani radi dalje analize. 
 
Tabela 3.2. Spisak korišćenih primarnih antitela 
Specifičnost 
Poreklo i tip 
antitela 
Kataloški broj Proizvođač Razblaženje  
insulin zec, poliklonsko sc-9168 Santa Cruz 1:500 
NPY zec poliklonsko sc-28943 Santa Cruz 1:500 
IR β zec poliklonsko sc-711 Santa Cruz 1:500 
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fosfo- IR β zec poliklonsko ab 60946 Abcam 1:250 
IRS1 zec poliklonsko sc-559 Santa Cruz 1:500 
fosfo-IRS1 zec poliklonsko ab 66153 Abcam 1:250 
AMPK α zec poliklonsko #5831 Cell Signaling 1:1000 
fosfo-AMPK zec poliklonsko #4188 Cell Signaling 1:2000 
GLUT1 zec poliklonsko ab 652 Abcam 1:1000 
GLUT3 zec poliklonsko ab 41525 Abcam 1:8000 
GLUT4 zec poliklonsko ab 654 Abcam 1:2000 
 
3.5.6. Semikvantitativna analiza imunoblotova  
Intenzitet hemiluminescentnog signala na skeniranim filmovima određen je 
densitometrijskom kvantitativnom analizom korišćenjem programskog paketa Image 
Quant (Version 5.2, GE Healthcare). Dobijene vrednosti svakog uzorka normalizovane 
su najpre u odnosu na odgovarajuću internu kontrolu, koja je nalivena za svaku membranu 
kako bismo mogli upoređivati uzorke sa različitih membrana. Interna kontrola predstavlja 
proteinski uzorak celog mozga pacova, koji je procesuiran na isti način kao i svi ostali 
proteinski uzorci i naliven je u poseban bunarić u istoj koncentraciji kao i uzorci 
ispitivanih struktura. Zatim su te dobijene vrednosti normalizovane u odnosu na vrednosti 
koje su dobijene za odgovorajući Ponceau S (35-110kDa), koji predstavlja endogenu 
kontrolu za nanesenu količinu totalnih proteina, čime su dobijene relativne vrednosti 
nivoa proteina. Radi lakšeg prikaza rezultata, dalje su rezultati imunoblot analize 
transformisani, time što su sve vrednosti AL i DR grupe podeljene sa srednjom vrednošću 
odgovarajuće starosne AL grupe, čime je postignuto da sve vrednosti budu blizu jedinice 
(na primer, vrednost za svaku životinju iz 12m AL i DR grupe je podeljena sa jednom 
brojkom koja predstavlja srednju vrednost 12m AL grupe. Takav način računanja je 
primenjen u svakoj starosnoj grupi). Efekat starenja i dijetalne restrikcije na ekspresiju 
ciljnog proteina izražavan je kao promena optičke gustine specifične proteinske trake u 
odnosu na vrednosti dobijene za odgovarajuće starosne kontrole.  
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3.6. Statistička obrada rezultata 
Za statističku obradu podataka korišćen je softverski paket GraphPad Prism 
Software (San Diego, CA). Prvo su sve dobijene vrednosti testirane na normalnost 
raspodele koristeći D’Agostino Pirsonov test.  
Za analizu intersesijske habituacije (lokomotorna i vertikalna aktivnost) korišćena 
je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa ponovljenim merenjima (starenje i dani 
su uzeti kao faktori), praćena Tukijevim post hoc testom sa višestrukim poređenjem. 
Rezultati su prikazani kao p vrednost i F vrednost (F (DFn, DFd), DFn označava broj 
eksperimentalnih grupa minus 1 (n-1); DFd označava (broj uzoraka po grupi-1) x broj 
grupa). Za statističku obradu intrasesijske habituacije korišćen je parni t-test. Poređenje 
odgovarajućih starosno-zavisnih AL i DR grupa u testu otvorenog polja je odrađeno 
pomoću neparametarskog Men-Vitni (engl. Mann-Whitney) U-testa jer dobijene 
vrednosti nisu pokazale normalnu raspodelu. Za analizu efekta starenja i različitih režima 
ishrane u testu Y lavirinta je korišćena dvofaktorska ANOVA, a potom i Tukijev post hoc 
test sa višestrukim poređenjem. Svi podaci su prikazani kao srednja vrednost ± standardna 
greška srednje vrednosti (engl. Standard Error of Mean, SEM). Analiza podataka za 
frailty score je urađena pomoću Pirsonovog Hi-kvadrat testa, a za pojedinačne parametre 
pomoću G-testa sa Vilijamsonovom korekcijom za mali broj uzoraka.  
Dobijeni podaci biohemijskih parametara i Western blot analize nisu pokazali 
normalnu raspodelu, te su analizirani pomoću neparametarskog Men-Vitni U-testa.  
Statistički značajnim razlikama su smatrane one kod kojih je p<0.05. 
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4. REZULTATI 
 
4.1. Testovi ponašanja 
4.1.1. Uticaj starenja i različitih režima ishrane na aktivnost životinja u testu 
otvorenog polja  
Pomoću testa otvorenog polja praćene su lokomotorna, vertikalna aktivnost, kao 
i habituacija (Slika 1-4). Statistička analiza nije pokazala značajan uticaj starenja na 
lokomotornu i eksploratornu aktivnost ni u jednoj od ispitivanih grupa (AL1, AL2, DR1, 
DR2, DR3) (Slika 4.1 i 4.2)  
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Slika 4.1. Lokomotorna i vertikalna aktivnost 12, 18 i 24 meseca starih ad libitum (AL1) i 
životinja na dijetalnoj restrikciji (DR1) u testu otvorenog polja. (A) Međusesijska habituacija 
lokomotorne i (B) vertikalne aktivnosti AL1 i DR1 životinja u testu otvorenog polja, merena 
tokom 40 minuta i tokom 5 sukcesivnih dana. (C) Među- i unutarsesijska habituacija DR1 grupe 
životinja starih 18m u prvih i poslednjih 5 minuta sesije tokom 5 dana. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost ± standardna greška.*p<0.05 u odnosu na prvi dan iste grupe, #p<0.05 u odnosu 
na odgovarajuću starosnu kontrolu. 
 
Poređenjem aktivnosti DR1 grupe i odgovarajuće AL1 kontrole, došlo se do 
zaključka da dijetalna restrikcija znatno utiče na lokomotornu i vertikalnu aktivnost 
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životinja. Naime, DR1 režim je doveo do povećanja lokomotorne aktivnosti kod 18 
meseci starih životinja i to tokom prva četiri dana ispitivanja (1.dan 18m AL1/DR1 
p=0.0104, 2.dan 18m AL1/DR1 p=0.0350, 3.dan 18m AL1/DR1 p=0.0379, 4.dan 18m 
AL1/DR1 p=0.0175, slika 1A). Prvog dana to povećanje je iznosilo 82%, drugog dana 
85% a trećeg čak 170%. Vertikalna aktivnost je bila značajno izraženija u prvom danu 
kod DR1 životinja starih 12 (povećanje od 28%) i 24  meseca (povećanje od 83%), a od 
drugog dana i kod 18mDR1 životinja (1.dan 12m AL1/DR1 p=0.0099; 2.dan 18m 
AL1/DR1 p=0.0390; 24m AL1/DR1 p=0.0260; 3.dan 18m AL1/DR1 p=0.0092; 24m 
AL1/DR1 p=0.0316; 4.dan 18m AL1/DR1 p=0.0019; 5.dan 18m AL1/DR1 p= 0.0278, 
slika 1B). 
Detektovana aktivnost životinja je pokazala da je vreme imalo značajan efekat na 
lokomotornu (AL1:F(4,76)=20.6, p<0.0001, DR1:F(4,80)=11.34, p<0.0001) i vertikalnu 
aktivnost (AL1: F(4,76)=35.21, p<0.0001, DR1: F(4,84)=34.62, p<0.0001) kod AL1 i 
životinja izloženih DR1 restriktivnom režimu ishrane (Slika 1). Pad ukupne aktivnosti je 
uočen kod svih starosnih grupa bez obzira na režim ishrane i ukazuje na normalnu 
habituaciju. Izuzetak su predstavljale 18 meseci stare DR1 životinje kod kojih je 
detektovano odsustvo međusesijske habituacije u vertikalnoj aktivnosti. Urađena je 
dodatna analiza vertikalne aktivnosti pomenute grupe tokom prvih i poslednjih 5 minuta 
svake sesije i to kroz svih 5 dana (Slika 1C). Ova analiza je pokazala da 18 meseci stare 
DR1 životinje ipak pokazuju kako međusesijsku (posmatrajući prvih 5 minuta svakog 
dana, F(2.319,13.92)=39.57, *p<0,0001), tako i unutarsesijsku habituaciju (posmatrajući 
prvih i poslednjih 5 minuta svake sesije) (#p<0.05).  
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Slika 4.2. Lokomotorna i vertikalna aktivnost 18 i 24 meseca starih ad libitum (AL2) i 
životinja na dijetalnoj restrikciji (DR2 i DR3) u testu otvorenog polja. (A) Međusesijska 
habituacija lokomotorne i (B) vertikalne aktivnosti AL2 i DR2 životinja i (C) lokomotorne i (D) 
vertikalne aktivnosti AL2 i DR3 životinja u testu otvorenog polja, merena tokom 40 minuta i 
tokom 5 sukcesivnih dana. Među- i unutarsesijska habituacija DR3 grupe životinja starih 24m u 
prvih i poslednjih 5 minuta sesije tokom 5 dana (E). Rezultati su izraženi kao srednja vrednost ± 
standardna greška.*p<0.05 u odnosu na prvi dan iste grupe, #p<0.05 u odnosu na odgovarajuću 
starosnu kontrolu. 
 
Uticaj DR2 režima ishrane se ogledao u povećanju lokomotorne aktivnosti od 
70% u toku prvog dana kod najstarije grupe životinja (p<0.05, slika 2A, svetlosivi 
stubići). Statistička analiza testa otvorenog polja pokazala je da životinje na DR2 režimu, 
kao i odgovarajuće AL2 kontrole pokazuju normalnu habituaciju tokom testiranja (Slika 
4.2A,B), odnosno da lokomotorna i vertikalna aktivnost kod obe grupe značajno opada 
sa vremenom (lokomotorna aktivnost: AL2: F(4,180)=28.45, p<0.0001; DR2: 
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F(4,128)=37.90, p<0.0001; vertikalna aktivnost: AL2: F(4,180)=29.21, p< 0.0001: DR2: 
F(4,148)=10.25, p<0.0001). 
Prilikom analize ponašanja životinja koje su najkraće bile na restriktivnom 
režimu, odnosno DR3 grupe, primećeno je da su obe starosne grupe životinja izložene 
DR3 režimu ishrane prešle značajno kraći put u odnosu na odgovarajuću starosnu AL2 
grupu životinja (p<0.05), što ukazuje na potencijalno negativno dejstvo ove kratke dijete. 
Za razliku od lokomotorne aktivnosti, gde je uočen pad kod DR3 pacova u odnosu na 
odgovarajuću ad libitum kontrolu, vertikalna aktivnost 24m starih DR3 životinja je bila 
izraženija u odnosu na kontrolu (p<0.05; slika 4.2D). 
Uočena je normalna habituacija lokomotorne aktivnosti kod obe ispitivane starosti 
(F(4,64)=9.293, p<0.0001; slika 2C). Međutim, dok je vertikalna aktivnost kod životinja 
starih 18 meseci (F(1,16)=9.181, *p<0.008; slika 4.2D) opadala kroz dane na način 
uobičajen za normalnu habituaciju, najstarija grupa životinja (24m) nije pokazala 
očekivani pad vertikalne aktivnosti kroz dane (Slika 4.2D, crni stubići), odnosno nije 
normalno habituirala. Odsustvo međusesijske habituacije je uočeno kod ove grupe i pri 
analizi samo prvih 5 minuta detektovane vertikalne aktivnosti kroz eksperimentalne dane 
(Slika 4.2E, svetlosivi stubići). Međutim, daljom analizom prvih i poslednjih 5 minuta u 
okiviru svake sesije zasebno, ustanovljeno je da postoji pad u aktivnosti u okviru svake 
sesije, odnosno da je prisutna unutarsesijska habituacija (#p<0.05, slika 4.2E).  
 
4.1.2. Uticaj starenja i različitih režima ishrane na prostornu memoriju 
životinja u Y lavirintu  
Koristeći Y lavirint kao test ponašanja, analizirane su spontane alteracije, ukupan 
broj ulazaka u sva tri kraka Y lavirinta, broj ulazaka u treći (nepoznati) krak, i vreme 
provedeno u trećem kraku, kod životinja u toku starenja i pod uticajem različitih režima 
dijetalne restrikcije. 
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Slika 4.3. Ponašanje 12, 18 i 24 meseca starih ad libitum (AL) i životinja na dijetalnoj 
restrikciji (DR1, DR2 i DR3) u Y lavirintu. (A) Spontane alteracije, (B) ukupan broj ulazaka, 
(C) broj ulazaka u treći krak i (D) vreme provedeno u trećem kraku. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost ± standardna greška.*p<0.05 u odnosu na 12 meseci staru AL grupu, #p<0.05 u 
odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. 
 
Korišćenjem dvofaktorske ANOVA statističke analize je pokazano da starenje 
kao proces ima značajan uticaj na ukupan broj ulazaka (F(2,67)=10.61, p<0.001), broj 
ulazaka u treći krak (F(2,68)=3.500, p=0.0375), kao i na vreme koje životinja provodi u 
trećem kraku (F(1,53)=4.375, p=0.0413)(slika 4.3B-D, beli stubići). Tukey post hoc testom 
je pokazano da u poređenju sa 12 meseci starom AL grupom dolazi do smanjenog broja 
ulazaka starijih AL životinja (18 i 24m) u sva tri kraka (p=0.0286), ulazaka u treći krak 
(p=0.0008) i vremena koje ove životinje provode u trećem kraku (p=0.0351).  
Dvofaktorska ANOVA je takođe pokazala da različiti dijetalni režimi ishrane 
nemaju uticaja na broj spontanih alteracija, odnosno promena kraka u koji životinje ulaze 
u Y lavirintu (slika 4.3A).  Nasuprot tome, ukupan broj ulazaka u krake (F(3,56)=8.515, 
p<0.001), broj ulazaka u treći krak (F(3,54)=15.74, p<0.001) i vreme koje su životinje 
provodile u trećem kraku (F(3,53)=19.48, p<0.001) su bili značajno izmenjeni pod uticajem 
različitih načina ishrane (slika 4.3B,C svetlosivi stubići).  
Tukey’s post hoc testom je pokazano da je DR1 režim značajno povećavao ukupan 
broj ulazaka u sva tri kraka, kod 12 mDR1 za 57%, 18mDR1 za 136% a kod 24mDR1 za 
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112% (12 meseci: p=0.0166; 18 meseci: p=0.0015; 24 meseca: p=0.048). Značajan je bio 
i uticaj DR1 na broj ulazaka u treći krak (12 meseci: p=0.0119, 18 meseci: p=0.0001, 24 
meseca: p=0.042) i to povećanje je kod 12m iznosilo 81%, kod 18m 342%, a kod 24m 
starih životinja je iznosilo 113% u poređenju sa odgovarajućom starosnom AL grupom. 
DR1 i DR2 režimi su produžili vreme provedeno u trećem, nepoznatom kraku u svim 
ispitivanim starosnim grupama u odnosu na odgovarajuću kontrolu (12 meseci: DR1 
p=0.043; 18 meseci DR1 i DR2: p=<0.0001 i p=<0.0001; 24 meseca DR1 i DR2: 
p=0.0176, p=0.0094) (slika 3D). Restriktivni režim ishrane koji je najkraće trajao (DR3) 
je doveo do promena samo kod životinja starih 18 meseci, kod kojih je detektovan 
povećan broj ulazaka u treći krak za 89% (p=0.00251), kao i duže vreme koje su životinje 
provele u istraživanju trećeg kraka (391%) (p=<0.0001) (slika 4.3C i D).  
 
4.1.3. Uticaj različitih režima ishrane na frailty score (FS) kod životinja 
tokom starenja 
Da bismo bolje shvatili kakav uticaj raličiti režimi ishrane mogu imati na 
motoričke i kognitivne sposobnosti kod pacova u toku starenja, formirali smo takozvani  
frailty score (FS) na osnovu 10 parametara dobijenih iz testova otvorenog polja i Y 
lavirinta. Ovim parametrima je priključena i težina, kao 11-ti parametar. Proces 
izračunavanja je veoma složen i sastojao se iz dve faze. U prvoj fazi je bilo potrebno 
odrediti kako starenje i pojedinačni režimi ishrane utiču na svaki parametar ponaosob 
(slika 4.4-4.6). Zatim je u drugoj fazi određen frailty score (FS) na osnovu pomenutih 
pojedinačnih parametara (slika 4.7). 
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Slika 4.4. Frailty score parametri (FS) tokom starenja Wistar pacova dobijeni u testu 
otvorenog polja. A) promene u lokomotornoj aktivnosti B) promene u vertikalnoj aktivnosti C) 
brzina D) vreme provedeno u kretanju E) procenat vremena provedenog u kretanju F) težina 
životinja 12, 18 i 24 meseca starih AL pacova. *p<0.05 u odnosu na 12 meseci staru AL kontrolu. 
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Slika 4.5. Frailty score parametri (FS) tokom starenja Wistar pacova dobijeni u testu Y 
lavirinta. A) spontane alteracije (SAB) B) ukupan broj ulazaka C) broj ulazaka u treći krak D) 
vreme provedeno u trećem kraku E) procenat ulaska u treći krak 12, 18 i 24 meseca starih AL 
pacova. *p<0.05 u odnosu na 12 meseci staru AL kontrolu. 
 
Rezultati su pokazali da tokom starenja dolazi do povećanja broja životinja koje 
su ispunjavale kriterijum krhkosti u devet parametara od analiziranih 11 (Slika 4.4 i 4.5). 
Životinje stare 18 meseci nisu uspešno prošle test lokomotorne aktivnosti (p=0.03), 
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spontanih alteracija (p=0.014), ukupnog broja ulazaka (p=0.02), broja ulazaka u treći krak 
(p=0.004), vremena provedenog u trećem kraku (p=0.02) i procenta vremena provedenog 
u trećem kraku (p=0.03) (slika 4.4.A i 4.5.A,B,C,D). Najstarija analizirana grupa životinja 
(24m) nije prošla testove lokomotorne (p=0.006) i vertikalne aktivnosti (p=0.003), 
vremena provedenog u kretanju (p=0.002), procenta vremena provedenog u kretanju 
(p=0.009), spontanih alteracija (p=0.014), ukupnog broja ulazaka (p=0.03) i broja ulazaka 
u treći krak (p=0.014), (slika 4.4A,B,D,E i 4.5A,B,C). 
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Slika 4.6. Parametri korišćeni za računanje Frailty score (FS) kod Wistar pacova na DR1 
režimu ishrane dobijeni u testu otvorenog polja A) promene u lokomotornoj aktivnosti B) 
promene u vertikalnoj aktivnosti C) brzina D) vreme provedeno u kretanju E) procenat vremena 
provedenog u kretanju F) težina životinja 12, 18 i 24 meseca starih pacova. p<0.05 u odnosu na 
12 meseci staru AL1 kontrolu  
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Slika 4.7. Parametri korišćeni za računanje Frailty score (FS) kod Wistar pacova na DR1 
režimu ishrane dobijeni u testu Y lavirinta A) spontane alteracije B) ukupan broj ulazaka C) 
broj ulazaka u treći krak D) vreme provedeno u trećem kraku E) procenat ulaska u treći krak 12, 
18 i 24 meseca starih pacova. p<0.05 u odnosu na 12 meseci staru AL1 kontrolu  
 
Pozitivan efekat dijetalne restrikcije najdužeg trajanja, prethodno detektovan u 
testu otvorenog polja i Y lavirinta, se ogledao i u uspešnosti ovih životinja da prođu 
većinu ispitivanih testova izabranih da definišu stepen krhkosti, odnosno frailty score 
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(Slika 4.6 i 4.7). Pozitivan efekat DR1 režima se detektovao već u prvoj ispitivanoj 
staosnoj grupi, odnosno kod 12 meseci starih DR1 životinja. u testovima broja ulaska u 
treći krak (p=0.004) i vremena provedenog u trećem kraku (p=0.003) (Slika 4.7B,D). 
Životinje stare 18 meseci, koje su počevši od šestog meseca starosti bile izložene DR1 
režimu ishrane u trajanju od godinu dana, su uspešno prošle testove lokomotorne 
(p=0.002) i vertikalne (p=0.002) aktivnosti, test vremena provedenog u kretanju 
(p=0.002), procenta vremena provedenog u kretanju (p=0.002), ukupnog broja ulazaka 
(p=0.02), broja ulazaka u treći krak (p=0.03) i vremena provedenog u trećem kraku 
(p=0.02) (slika 4.6A,B,D,E, i 4.7B,C,D, tamni stubići). Jedini parametar u kom su 
životinje iz ove dijetalne grupe pokazale loš rezultat je promena težine, gde je pokazano 
da su životinje stare 18 meseci na DR1 ishrani imale manju težinu od odgovarajuće AL 
kontrole (p=0.02) (Slika 4.6F). Najstarija grupa životinja koja je pod DR1 restriktivnim 
režimom provela 18 meseci, je uspešno prošla testove lokomotorne (p=0.003) i vertikalne 
aktivnosti (p=0.004), ukupnog broja ulazaka (p=0.004), broja ulazaka u treći krak 
(p=0.004) i vremena provedenog u trećem kraku (p=0.003) i imala manju promenu težine 
u odnosu na odgovarajuću AL kontrolu (p=0.005), (slika 4.6A,B,D,F i 4.7B,C,D).  
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Slika 4.8. Parametri korišćeni za računanje Frailty score (FS) kod Wistar pacova na DR2 i 
DR3 režimu ishrane dobijeni u testu otvorenog polja A) promene u lokomotornoj aktivnosti 
B) promene u vertikalnoj aktivnosti C) brzina D) vreme provedeno u kretanju E) procenat 
vremena provedenog u kretanju F) težina životinja 18 i 24 meseca starih pacova. p<0.05 u odnosu 
na odgovarajuću starosnu AL2 kontrolu  
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Slika 4.9. Parametri korišćeni za računanje Frailty score (FS) kod Wistar pacova na DR2 i 
DR3 režimu ishrane dobijeni u testu Y lavirinta A) spontane alteracije B) ukupan broj ulazaka 
C) broj ulazaka u treći krak D) vreme provedeno u trećem kraku E) procenat ulaska u treći krak 
18 i 24 meseca starih pacova. p<0.05 u odnosu na na odgovarajuću starosnu AL2 kontrolu  
 
Efekat DR2 i DR3 režima ishrane se mogao uočiti samo kod životinja starih 18 
meseci i samo u nekim parametrima. Vreme provedeno u trećem kraku (p=0.0008) i 
procenat vremena provedenog u trećem kraku (p=0.01) su bili značajno povećani kod 
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DR2 grupe (slika 4.9D,E). DR3 režim ishrane je imao, osim na ova dva parametra, 
pozitivan efekat i na broj ulazaka u treći krak (p=0.03) (slika 4.9C,D,E). Sa druge strane, 
u DR2 grupi, životinje stare 18 meseci su pokazale negativan rezultat u testu vertikalne 
aktivnosti (p=0.003) (slika 4.9B), a u DR3 grupi, 24 meseca stare životinje u vremenu 
provedenom u kretanju (p=0.04), procentu vremena provedenog u kretanju (p=0.04) i 
ukupnom broju ulazaka u treći krak (slika 4.8D,E i 4.9B). 
 
Tabela 4.1. Prikaz načina određivanja Frailty score (FS) kod 12, 18 i 24 meseca starih AL1 
i DR1 Wistar pacova. Za svaki parametar korišćen u računanju FS je predstavljen broj životinja 
koje su imale vrednosti ispod prelomne tačke (u najnižih 20%). Računanje FS: za svaku 
eksperimentalnu grupu je podeljen broj testova koji nisu položile sa ukupnim brojem testova i 
takav FS je predstavljen kao procenat.  
 
 12 meseci 18 meseci 24 meseci 
 AL1 DR1 AL1 DR1 AL1 DR1 
Broj 
životinja 
ispod 
prelomn
e tačke 
(u 
najnižih 
20%) 
Lokomotorna 
aktivnost 2 1 3 0 2 0 
Vertikalna 
aktivnost 2 1 3 0 3 0 
Brzina 2 1 1 2 1 2 
Vreme provedeno 
u kretanju 
2 1 3 0 2 1 
% 
 vremena 
provedenog u 
kretanju 
2 1 3 0 2 1 
Težina 1 1 2 3 5 4 
SAB 1 1 1 2 2 1 
Ukupan broj 
ulazaka 
3 0 2 0 3 0 
Broj ulazaka u 3. 
krak 
3 1 2 0 3 0 
Vreme provedeno 
u 3. kraku 
3 0 2 0 3 0 
% broja ulaska u 3. 
krak 
2 1 1 1 2 1 
Ukupan broj testova koje su 
životinje pale  
(A) 
23 9 23 8 28 10 
Ukupan broj testova koje su 
životinje prošle (B) 
65 77 53 66 57 66 
(A/B) 0.35 0.12 0.43 0.12 0.49 0.15 
Frailty score 
(A/Bx100) 
35 12 43 12 49 15 
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Tabela 4.2. Prikaz načina određivanja Frailty score (FS) kod 18 i 24 meseca starih AL2 i 
DR2 i DR3 Wistar pacova. Za svaki parametar korišćen u računanju FS je predstavljen broj 
životinja koje su imale vrednosti ispod prelomne tačke (u najnižih 20%). Računanje FS: za svaku 
eksperimentalnu grupu je podeljen broj testova koji nisu položile sa ukupnim brojem testova i 
takav FS je predstavljen kao procenat.  
 
 18 meseci 24 meseci 
 AL2 DR2 DR3 AL2 DR2 DR3 
Broj 
životinja 
ispod 
prelomne 
tačke (u 
najnižih 
20%) 
Lokomotorna aktivnost 1 5 1 2 1 2 
Vertikalna aktivnost 0 5 0 1 3 2 
Brzina 3 1 2 3 2 1 
Vreme provedeno u 
kretanju 
2 3 1 2 1 3 
% 
 vremena provedenog u 
kretanju 
2 4 1 2 1 3 
Težina 2 2 2 1 3 1 
SAB 1 2 4 5 1 1 
Ukupan broj ulazaka 3 3 1 2 0 4 
Broj ulazaka u 3. krak 5 4 1 3 0 4 
Vreme provedeno u 3. 
kraku 
6 1 1 2 1 3 
% broja ulaska u 3. krak 5 2 1 2 2 1 
Ukupan broj testova koje su životinje 
pale  
 (A) 
30 32 15 25 15 25 
Ukupan broj testova koje su životinje 
prošle (B) 
79 161 111 122 95 52 
(A/B) 0.38 0.20 0.14 0.20 0.16 0.48 
Frailty score 
(A/Bx100) 38 20 14 20 16 48 
 
Uzimajući u obzir analizu svakog parametra ponaosob, izračunat je FS. Prvo je 
izračunat ukupan broj životinja koje su pale testove u svakoj AL i DR eksperimentalnoj 
grupi i za svaku starost i na taj način je dobijena vrednost A u Tabeli 4.1 i 4.2. Zatim je 
izračunata vrednost B, odnosno ukupan broj testova koje su životinje položile (uspešno 
prošle). Konačan FS je dobijen deljenjem broja palih sa brojem položenih testova za 
svaku grupu životinja (A/B). Prilikom računanja FS u toku starenja, objedinjene su obe 
kohorte AL životinja, jer se vrednosti praćenih parametara nisu značajno razlikovale 
(detaljno objašnjenje je dato u materijalu i metodama). Rezultati su pokazali da je u 
odnosu na 12 meseci, starenje 3.5 puta povećalo FS (221%) kod 18 (p=0.0002) i čak 4 
puta (269%) kod 24 (p<0.0001) meseca starih životinja (Slika 4.10A). Dijetalni režimi 
ishrane su takođe pokazali značajan uticaj na stanje krhkosti, odnosno vrednost FS kod 
životinja. Najbolje rezultate je pokazao DR1 režim, smanjujući FS kod 12 meseci starih 
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životinja za 66%, kod 18 meseci 72% i kod najstarije grupe 70% u odnosu na svoju 
odgovarajuću starosnu kontrolu (12 meseci p=0.01, 18 meseci p=0.04, 24 meseca p=0.05; 
slika 4.10B). Drugim rečima, sve DR1 životinje su bile manje krhke u odnosu na 
odgovarajuće AL kontrole. DR2 i DR3 režim ishrane su smanjili FS samo kod 18 meseci 
starih životinja, DR2 za 47%, a DR3 za 64% (DR2 p=0.2, DR3 p=0.002, slika 4.10C). 
Dodatno, DR3 režim je kod najstarije grupe životinja imao negativan efekat, povećavajući 
procenat fragilnih životinja više nego duplo (slika 4.10C). 
 
Slika 4.10. (A). Grafički prikaz FS kod AL životinja tokom starenja. (B) Grafički prikaz FS 
kod DR1 životinja tokom starenja. (C) Grafički prikaz FS kod AL, DR2 i DR3 životinja 
tokom starenja.  p<0.05 u odnosu na odgovarajuću AL kontrolu  
 
4.2. Biohemijski parametri u serumu pacova 
4.2.1. Biohemijski parametri u serumu pacova tokom starenja i pod uticajem 
DR1 režima ishrane 
Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije praćen je na nivou biohemijskih 
parametara u serumu pacova. Na slici 4.11 su predstavljene vrednosti glukoze, insulina, 
holesterola i triglicerida u serumu pacova koji su bili podvrgnuti AL1 ili DR1 tipu ishrane 
u toku starenja. Kao što je već bilo pomenuto, usled dugog vremenskog perioda između 
izvođenja eksperimenta na DR1, odnosno DR2 i DR3 grupama životinja, bilo je 
neophodno uvesti dve AL kontrolne grupe. Prva AL (AL1) grupa je bila kontrola za DR1 
tretman, dok je druga AL grupa (AL2) služila kao kontrola za DR2 i DR3 tretman. 
Ispitivanja su pokazala da tokom starenja dolazi do pada koncentracije glukoze od 48% 
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kod 24m starih životinja u odnosu na 12m (p=0.02) i do rasta koncentracije triglicerida 
od 62% u najstarijoj grupi u odnosu na 18m stare životinje (p=0.021) (Slika 4.11A i D). 
Kad je u pitanju uticaj dijetalne restrikcije, serumske analize su pokazale da kod 12m 
starih životinja, DR1 dovodi do značajnog smanjenja koncentracije glukoze (25%) 
(p=0.0079), insulina (32%) (p=0.0079) i triglicerida (84%) (p=0.0079) u odnosu na 
odgovarajuću starosnu kontrolu (Slika 4.11A, B, D). Dugotrajna dijetalna restrikcija 
primenjena u ovoj studiji je u grupi životinja starih 18m uzrokovala smanjenje holesterola 
(50%) (p=0.032) i triglicerida (53%) (p=0.079) u serumu, a kod najstarije grupe pacova 
dovela do smanjenja insulina (33%) (p=0.0286), holesterola (30%) (p=0.029) i 
triglicerida (48%) (p=0.0079) (Slika 4.11A-D). 
 
Slika 4.11. Biohemijski parametri u serumu pacova tokom starenja i pod uticajem DR1 
režima ishrane. (A) Koncentracija glukoze, (B) insulina, (C) holestrola i (D) triglicerida je 
izražena u odgovarajućim jedinicama i predstavljena kao srednja vrednost ± standardna greška. 
p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu 
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4.2.2. Biohemijski parametri u serumu pacova tokom starenja i pod 
uticajem DR2 i DR3 režima ishrane 
 
Na slici 4.12 su predstavljene vrednosti glukoze, insulina, holesterola i triglicerida 
u serumu pacova koji su bili podvrgnuti DR2 i DR3 tipu dijete u toku starenja. Pod 
dejstvom DR2 režima ishrane došlo je do povećanja insulina od 72% (p=0.0297) i nešto 
manjeg ali statistički značajnog povećanja holesterola (18%) (p=0.0299) u grupi pacova 
starih 18m (Slika 4.12B i 4.12C). DR2 režim je kod najstarijih, 24 meseca starih, životinja 
doveo do promene u svim ispitivanim parametrima, uključujući smanjenje glukoze (22%) 
(p=0.0128), insulina (57%) (p=0.0019), holesterola (30%) (p=0.0143) i triglicerida (48%) 
(p=0.0022) (Slika 4.12A-E). 
Biohemijska analiza seruma je pokazala da je najkraći režim ishrane doveo do povećanja 
holesterola od 38% kod 18m (p=0.0014) ali je kod 24m starih životinja smanjio nivo 
holesterola za 34% (p=0.0048) starih životinja (Slika 4.12C). Pored toga, kod 24m starih 
životinja DR3 režim je doveo do 50% smanjenja koncentracije glukoze (p<0.0001), 
holesterola (37%) (p=0.0048) i triglicerida (37%) (p=0.00278) (Slika 4.12A, D) u odnosu 
na odgovarajuću starosnu AL2 kontrolu. 
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Slika 4.12. Biohemijski parametri u serumu pacova tokom starenja i pod uticajem DR2 i 
DR3 režima ishrane. (A) Koncentracija glukoze, (B) insulina, (C) holestrola i (D) triglicerida je 
izražena u odgovarajućim jedinicama i predstavljena kao srednja vrednost ± standardna greška. 
p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu 
 
 
4.3. Promene u koncentraciji AMPK, njegove fosforilisane forme i glukoznih 
transportera u hipokampusu i kori prednjeg mozga pacova pod uticajem starenja i 
DR1 režima ishrane 
Kako bismo ispitali kakav uticaj DR1 režim ishrane ima na energetski balans, 
prvo smo pratili promene u ekspresiji ukupne i fosforilisane forme AMPK, kao glavnog 
energetskog senzora ćelije. Na slici 4.13 je prikazana analiza zastupljenosti AMPK i njene 
fosforilisane forme u kori velikog mozga i hipokampusu toku starenja i pod uticajem 
DR1. Statističkom analizom podataka je utvrđeno da DR1 režim dovodi do povećanja 
ekspresije AMPK (povećanje od 127%) i fosfo-AMPK (povećanje od 77%) proteina u 
hipokampusu najstarije grupe životinja, u poređenju sa starosno-odgovarajućom 
kontrolom (AMPK: p=0.0159; fosfo-AMPK: p=0.0159) (Slika 4.13A, B). Za razliku od 
hipokampusa, u kori mozga nisu detektovane statistički značajne promene (Slika 4.13A, 
B, C). 
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Slika 4.13. (A) Nivo ekspresije AMPK, (B) njegove fosforilisane forme (fosfo-AMPK) i (C) 
odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-AMPK/ukupni AMPK) u hipokampusu i kori mozga 
pacova pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Nivo ekspresije proteina praćen je 
Western blot metodom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 
softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu Ponceau S 
bojenja membrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i izraženi kao stepen promene 
relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na 
vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i metode). p<0.05 u odnosu na 
odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot.  
 
 
Imajući u vidu da mozak koristi glukozu kao osnovni izvor energije, radi daljeg 
ispitivanja energetskog statusa je analizirana ekspresija familije GLUT transportera u 
mozgu (Slika 4.14). Metodom Western blota praćene su promene u ekspresiji GLUT1, 
GLUT3 i GLUT4 transportera kod 6m, 18m i 24m starih AL1 i DR1 životinja u kori 
mozga i hipokampusu (Slika 4.14A-C). Starenje nije dovelo do značajne promene u 
ekspresiji ni jednog od navedenih transportera, ni u jednoj ispitivanoj strukturi (Slika 
4.14A-C). Nasuprot tome, analiza efekata restriktivnog režima ishrane je pokazala da 
DR1 dovodi do značajnog smanjenja u ekspresiji GLUT3 (p=0.0159) i GLUT4 (p=0.032) 
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transportera (smanjenje GLUT3 od 61%, GLUT4 od 32%) u kori mozga 12 meseci starih 
životinja u odnosu na AL1 kontrolu (Slika 4.14B, C). U najstarijoj grupi životinja je 
primena restriktivnog režima ishrane uzrokovala povećanje u ekspresiji GLUT1 od 30% 
(p=0.02) i GLUT3 (p=0.0159) transportera od 44%, u odnosu na starosno-zavisnu 
kontrolu (Slika 4.14A, B).  
 
Slika 4.14. (A) Nivo ekspresije GLUT1, (B) GLUT3 i (C) GLUT4 transportera u 
hipokampusu i kori mozga pacova pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su 
transformisani radi lakšeg prikaza i izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije 
proteina (srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne 
grupe (videti Materijal i metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom 
grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot.  
 
4.4. Promene u koncentraciji proteina insulinskog signalnog puta u hipokampusu i 
hipotalamusu pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane 
Uticaj starenja i dugotrajne dijetalne restrikcije na komponente insulinskog 
signalnog puta u mozgu praćen je na nivou proteina insulina, insulinskog receptora i 
njegove fosforilisane forme, IRS1 i njegove fosforilisane forme, Akt kinaze i njene 
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fosforilisane forme u hipokampusu i hipotalamusu pacova. Ekspresija navedenih proteina 
praćena je imunoblot metodom. 
Nivo ekspresije insulinskog proteina u hipokampusu je ispitivana tokom starenja 
i pod uticajem dugotrajne dijetalne restrikcije (DR1) (Slika 4.15A). Starenje nije dovelo 
do promena u ispitivanim proteinima hipokampusa ni u jednoj starosnoj grupi. Uvedeni 
režim ishrane je doveo do povećanja količine insulina u hipokampusu kod 24m DR1 
životinja u poređenju sa njihovom starosno zavisnom kontrolom (Slika 4.15A) 
(p=0.0105). 
 
 
Slika 4.15. (A) Nivo proteinske ekspresije insulina u hipokampusu i (B) hipotalamusu 
pacova pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg 
prikaza i izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
 
Starenje nije menjalo ekspresiju insulinskog proteina u hipotalamusu ni u jednoj 
ispitivanoj eksperimentalnoj grupi (Slika 4.15B). Pod dejstvom DR1 režima ishrane, 
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ekspresija insulina u hipotalamusu je, kao i u hipokampusu, bila povećana kod životinja 
starih 24 meseca (Slika 4.15B)(p=0.041).  
Dalje je praćena zastupljenost ukupnog IRβ, njegove aktivne, tj. fosforilisane 
forme, kao i odnos fosforilisane i ukupne forme proteina koji ukazuje na promenu u 
aktivaciji samog proteina (fosfo-IRβ/ukupni IRβ) (Slika 4.16 i 4.17).  
U hipokampusu starenje nije dovelo do promena u nivou ekspresije IRβ ni u jednoj 
analiziranoj starosnoj grupi. Pod dejstvom DR1 režima, Western blot metodom i daljom 
statističkom analizom je konstatovan pad u ekspresiji fosfo-IRβ, kod 18 meseci (pad od 
30%) i kod 24 meseca starih životinja (pad od 65%). Detektovan je pad i u odnosu fosfo-
IRβ/IRβ, što ukazuje na smanjenu aktivaciju IRβ u obe starosne grupe, a kod ukupne 
forme IRβ uočen je samo trend, bez statističke značajnosti (Slika 4.16A-C) (fosfo-IRβ: 
p=0.0128 za 18m, p=0.0042 za 24m; fosfo- IRβ/ukupni IRβ: p=0.0087 za 18m, p=0.0076 
za 24m).  
 
Slika 4.16. (A) Nivo ekspresije proteina insulinskog receptora (IRβ), (B) njegove 
fosforilisane forme (fosfo-IRβ) i (C) odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo- IRβ/ukupni IRβ) u 
hipokampusu pacova pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani 
radi lakšeg prikaza i izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja 
vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti 
Materijal i metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je 
pridružen reprezentativni imunoblot.  
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Za razliku od hipokampusa, u hipotalamusu ni starenje, ni dijetalni režim ishrane 
nisu imali značajan uticaj na ekspresiju IRβ, njegove fosforilisane forme pa je i aktivacija 
IRβ ostala prilično uniformna kako tokom starenja, tako i pod uticajem različitih režima 
ishrane (Slika 4.17).  
 
Slika 4.17. Nivo ekspresije proteina insulinskog receptora (IRβ) (A), njegove fosforilisane 
forme (fosfo-IRβ) (B) i odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-IRβ/ukupni IRβ) (C) u 
hipotalamusu pacova pod uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani 
radi lakšeg prikaza i izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja 
vrednost ± standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti 
Materijal i metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je 
pridružen reprezentativni imunoblot.  
 
U regionu hipokampusa, starenje nije dovelo do promena u nivou IRS1 proteina 
ni u jednoj ispitivanoj eksperimentalnoj grupi (Slika 4.18A). Dugotrajni dijetalni režim 
ishrane (DR1) je u hipokampusu doveo do smanjenja ekspresije fosfo-IRS1 od 61% kod 
18m starih životinja u odnosu na njihovu AL grupu (p=0,0007) (Slika 4.18B). Odnos 
ukupne i fosfo-forme IRS1 receptora kod ove grupe životinja je takođe pokazao statistički 
značajan pad od 68%, što upućuje na smanjenu aktivaciju IRS1 proteina (p=0.0459) 
(Slika 4.18C). 
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Slika 4.18. Nivo ekspresije proteina IRS1 (A), njegove fosforilisane forme (fosfo-IRS1) (B) i 
odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-IRS1/ukupni IRS1) (C) u hipokampusu pacova pod 
uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
 
Ni u hipotalamusu, slično hipokampusu, nije uočen uticaj starenja na ekspresiju 
IRS1 proteina (Slika 4.19). Uočava se statistički značajno smanjenje ovog proteina od 
74% kod 18m starih životinja koje su bile izložene dugotrajnoj dijetalnoj restrikciji (DR1) 
u odnosu na 18m stare životinje hranjene ad libitum (p=0.0496). Kod ove grupe životinja 
je uočen i statistički značajno smanjenje od 62% u odnosu ukupne i fosforilisane forme 
IRS1 (p=0.0226) (Slika 4.19A, C). U najstarijoj grupi životinja uočeno je povećanje 
ukupnog IRS1 pod dejstvom DR1 režima (povećanje od 41%), ali je izostala aktivacija 
samog proteina (p=0.0028) (Slika 4.19A).  
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Slika 4.19. (A) Nivo ekspresije proteina IRS1, (B) njegove fosforilisane forme (fosfo-IRS1) i 
(C) odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-IRS1/ukupni IRS1) u hipotalamusu pacova pod 
uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
 
Dodatno, u okviru insulinskog signalnog puta pratili smo ekspresiju Akt kao i 
njegove fosforilisane forme, i na osnovu dobijenih vrednosti odredili odnos fosforilisane 
(aktivirane) forme prema ukupnoj ekspresiji Akt proteina (Slika 4.20 i 4.21).  
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Slika 4.20. (A) Nivo ekspresije Akt proteina, (B) njegove fosforilisane forme (fosfo-Akt) i 
(C) odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-Akt/ukupni Akt) u hipokampusu pacova pod 
uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
 
U hipokampusu, starenje nije dovelo do značajnih promena u ekspresiji Akt, kao 
ni njegove fosforilisane forme (Slika 4.20). Uticaj DR1 se ogledao u povećanju Akt kod 
najstarije grupe pacova (Slika 4.20A). 
 U hipotalamusu je tokom starenja ekspresija Akt proteina ostala na stabilnom 
nivou (Slika 4.21). Promene u ukupnom Akt-u i njegovoj aktivaciji prate detektovane 
promene IRS1 proteina istog regiona (Slika 4.21A-C). Dijetalni režim ishrane je doveo 
do smanjenja nivoa ukupnog Akt-a kod 18m starih životinja od 58% (p=0.022) (Slika 
4.21A), dok je detektovani odnos fosfo - /ukupni Akt ukazao na statistički značajno 
povećanje aktivacije ovog proteina od 82% u 18m DR1 grupi (p=0.0408) u odnosu na AL 
kontrolu (Slika 4.21C). 
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Slika 4.21. (A) Nivo ekspresije Akt proteina, (B) njegove fosforilisane forme (fosfo-Akt) i 
(C) odnosa ukupne i fosfo-forme (fosfo-Akt/ukupni Akt) u hipotalamusu pacova pod 
uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
 
Pored insulinskog signalnog puta, hteli smo da ispitamo da li starenje i dijeta utiču 
na oreksigene/anoreksigene signale u hipokamusu i hipotalamusu pacova. U tom pogledu, 
pored insulina kao oreksigenog peptida, ispitali smo promene neuropeptida Y koji ima 
suprotno, anoreksigeno dejstvo.  
Western blot metodom je pokazano da u hipokampusu ne dolazi do značajnih 
promena u nivou NPY tokom starenja životinja (Slika 4.22A). Dijetalni režim ishrane je 
u hipokampusu doveo do povećanja nivoa NPY od 52% u grupi 18m DR1 (p=0.0013) u 
odnosu na starosno-odgovarajuću kontrolu (Slika 4.22A). 
Jednofaktorskim ANOVA testom je analizirana promena ekspresije NPY proteina 
tokom starenja u hipotalamusu i rezultati su pokazali da nema promene nivoa NPY 
proteina kod AL životinja. (Slika 4.22B). Analizom efekata DR režima na ekspersiju 
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NPY, pokazano je da jedino kod najstarije grupe životinja (24m) DR deluje povećanjem 
nivoa NPY u hipotalamusu (povećanje od 50%) (p=0.006). 
 
Slika 4.22. (A) Nivo ekspresije NPY proteina u hipokamusu i (B) hipotalamusu pacova pod 
uticajem starenja i DR1 režima ishrane. Rezultati su transformisani radi lakšeg prikaza i 
izraženi kao stepen promene relativnih vrednosti ekspresije proteina (srednja vrednost ± 
standardna greška) u odnosu na vrednost dobijenu kod kontrolne grupe (videti Materijal i 
metode). p<0.05 u odnosu na odgovarajuću starosnu kontrolu. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot.  
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5. DISKUSIJA 
 
Zahvaljujući napretku medicine ljudski životni vek je danas znatno produžen, što 
je dovelo do  progresivnog starenja ukupne svetske populacije - naime,  procenat ljudi 
starijih od 60 godina u 2012. godini je iznosio 11.5%, dok se za 2050. godinu predviđa 
da će taj procenat biti čak 22% (http://unfpa.org/ageingreport/). Međutim, produženje 
životnog veka ima i svoje negativne posledice. Smatra se da sa starenjem ljudi postaju 
krhki i podložniji bolestima (Fulop i saradnici, 2010), te zato produženje životnog veka 
neizostavno vodi povećanom riziku od starosno-zavisnih bolesti, poput dijabetesa tipa 2, 
kardiovaskularnih bolesti, kancera, gojaznosti, autoimunskih bolesti i poremećaja u 
kognitivnim i motoričkim funkcijama (Jaul i Barron, 2017). Povećani udeo starih ljudi u 
ukupnoj populaciji vodi uvećanju incidence pomenutih bolesti, što predstavlja veliki 
socijalni i ekonomski teret. U tom smislu, neophodno je pronaći način na koji bi ljudi 
zdravo starili, čime bi se poboljšao kvalitet života starijih osoba i ujedno smanjio rizik od 
pojave starosno-zavisnih bolesti.  
Pokazano je da različite genetičke, farmakološke i dijetalne intervencije mogu da 
utiču na proces starenja (Fontana i Partridge, 2015). Dijetalna restrikcija je jedna od do 
sada najviše  ispitivanih sredinskih intervencija, a za koju je pokazano da dovodi ne samo 
do produžetka, već i do poboljšanja kvaliteta života (Speakman and Mitchell, 2011). 
Vremenom su se razvili različiti oblici dijete koje se razlikuju kako u pogledu specifičnih 
nutrijenata koje obuhvataju (proteinske i ketogene dijete, dijete sa smanjenim unosom 
masnoće, ugljenih hidrata, dijete obogaćene različitim makro- i mikronutrijentima), tako 
i u frekvenci unosa hrane (gladovanje, svakodnevni redukovani unos hrane, intermitentna 
dijeta) i u dužini trajanja (kratkotrajne i dugotrajne dijete, uključujući one koje traju ceo 
život), a koje su se veoma razlikovale u efektima koje proizvode. Dalja istraživanja su 
pokazala da dugotrajna dijeta koja podrazumeva smanjeni unos kalorija, a ne specifičnih 
nutrijenata, pokazuje najbolje efekte na produžetak dužine života (Masoro, 2005). Sem 
ovog, najupečatljivijeg efekta restriktivnog unosa hrane, postoje i drugi, mnogobrojni 
pozitivni efekti DR. Ovaj režim utiče na smanjenje incidence kancera, kao i na poboljšane 
reparacionih mehanizama DNK i time smanjuje oksidativna oštećenja koja nastaju kod 
miševa i pacova tokom starenja (Weindruch i Walford, 1982; Lipman i saradnici,1989; 
Loft i saradnici,  1995; Dirx i saradnici, 2003).  Animalne i humane studije su pokazale 
da restrikcija hrane dovodi do poboljšanja kognitivnih i motoričkih funkcija (Campbell i 
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Richardson, 1988; Gould i saradnici 1995; Masoro i saradnici, 2005; Ishihara i saradnici, 
2005; Pons i saradnici 2018) i da stimuliše proces neurogeneze i sinaptičke plastičnosti 
(Fontán Lozano i saradnici, 2008; Gillette-Guyonnet i Vellas, 2008; Mladenovic i 
saradnici, 2010;  Perovic i saradnici, 2012; Fusco i Pani, 2013; Lin i saradnici, 2014; 
Smiljanic i saradnici, 2015). Takođe, krhkost koja se povećava sa starenjem, može biti 
suprimirana pod uticajem DR ukoliko je primenjena u određenom periodu života, što je 
pokazano kako kod ljudi tako i u animalnim modelima (Fulop i saradnici, 2010; Manal i 
saradnici, 2015; Kane i saradnici, 2016; Todorović i saradnici, 2018). Dijetalna restrikcija 
ispoljava svoj koristan efekat i kod neurodegenerativnih oboljenja koje se karakterišu 
akumulacijom proteinskih agregata, kao što su Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest 
i amiotrofička lateralna skleroza. U ovim bolestima DR smanjuje oksidativna oštećenja 
neurona, poboljšava proces autofagije (Mizushima i saradnici 2004, Alizerai i saradnici 
2010, Mattson i saradnici 2001) i na taj način odlaže vreme nastanka i/ili smanjuje 
progresiju neurodegenerativnih oboljenja (Mattson i saradnici 2001, Masoro, 2005). 
Animalne i humane studije su pokazale da smanjenje unosa hrane znatno poboljšava 
zdravstveno stanje i kod gojaznih jedinki, povećavajući insulinsku osetljivost i lipidni 
status (Mercken i saradnici, 2011). 
Molekularni mehanizmi koji leže u osnovi efekata DR-a su kompleksni i još uvek 
nisu u potpunosti istraženi. Između ostalog, smatra se da DR indukuje ćelijski odgovor 
koji dovodi do modifikacije specifičnih signalnih puteva uključenih u inflamacioni 
odgovor ćelije, reparacione mehanizme i modulaciju metabolizma. Istraživanja navode 
na pretpostavku da su ključni signalni putevi odgovorni za efekte DR oni koji učestvuju 
u detekciji hranjivih materija u krvi, poput insulinskog i AMPK signalnog puta (Hadem i 
saradnici, 2018). Restriktivni režim ishrane reguliše aktivnost insulinskog signalnog puta 
(Giani i saradnici, 2008; Lu i saradnici 2011; Ma i saradnici, 2012; Boucher i 
Kleinridders, 2014), koji je uključen u regulaciju unosa hrane preko specijalizovanih 
ćelija hipotalamusa (Banks, 2006), a u ćelijama hipokampusa je uključen u procese učenja 
i pamćenja (Zhao i saradnici, 1999). 
Međutim, pri uspostavljanju dijetalnog režima treba posebno voditi računa o 
određenim faktorima, kao što su starost jedinke u momentu početka dijete, zdravstveno 
stanje jedinke, dužina trajanja dijete, kao i stepen redukcije, jer literaturni podaci sve 
češće ukazuju i na negativne efekte smanjenog unosa hrane (Ingram i de Cabo, 2017). 
Negativan efekat DR je uočen  u procesu zarastanja rana, kao i tokom odbrane organizma 
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od infektivnih agenasa, virusa, bakterija i parazita. Takođe, pokazano je da DR može da 
dovede do smanjene gustine i jačine kostiju, kao i da efekat zavisi od stepena redukcije 
hrane i od starosti u trenutku kada je DR primenjena. Već dugo postoje kontroverze oko 
pitanja kom starosnom dobu DR postiže najbolji efekat, odnosno, postoji li starosna 
granica kada dejstvo DR na dužinu i kvalitet života postaje negativno. Ako posmatramo 
dužinu života kod glodara, najveći broj studija ukazuje na to da 60% DR koja je počela u 
periodu od 6-12. meseca starosti ima najbolje efekte na produžetak životnog veka 
(Weindruch i Waldorf, 1982; Yu i saradnici, 1985; Pugh i saradnici, 1999). Međutim, 
ukoliko se  60% DR uvede vrlo rano, u 28. danu života pacova, izaziva negativne efekte 
koji se ogledaju u poremećenoj signalizaciji dopaminskog sistema i povećanom 
anksioznom i depresivnom ponašanju (Jahng i saradnici, 2007). Ista vrste dijete u trajanju 
od dva meseca je kod 4 nedelje starih Wistar pacova dovela do promena u neurogenezi u 
hipokampusu i poremećaja u prostornoj memoriji (Cardoso i saradnici, 2016). Negativne 
efekte dijeta može imati i ako se sa njom započne „prekasno“, odnosno u starom životnom 
dobu. Režim koji podrazmeva 60% dnevnog unosa hrane ( 60%DR) započet u 24. mesecu 
starosti je uzrokovao smanjenje životnog veka kod tri različita soja miša, a slični efekti 
su pokazani i kod pacova soja Sprague-Dawley, soja kod kojeg DR značajno produžava 
životni vek kada je započeta u ranijem dobu (Ross, 1977; Forster i saradnici, 2003). Nešto 
manje restriktivan režim ishrane (70% od AL unosa) uveden u 18. i 26. mesecu života, 
nije pokazao nikakav uticaj na dužinu života, kao ni na učestalost pojave tumora kod 
Fischer pacova, dok isti režim započet u 12. mesecu dovodi do produžetka života (Lipman 
i saradnici, 1998). Restriktivni režim ishrane uveden tokom druge godine života pacova 
doveo je do povećanja insulinske osetljivosti i glukozne tolerancije, ali nije uspeo da 
poboljša sekreciju insulina u pankreasu i insulinski signalni put u mišićima (Park i 
saradnici, 2006, Pires i saradnici, 2014). Sa druge strane, dijete uvedena u kasnijem dobu 
može imati korisno dejstvo, ali izgleda je ono organ-specifično, pa tako ispitivanje 
promena u srcu i bubrezima pokazuju da kasno uvedena DR ima pozitivne efekte na ove 
organe, smanjujući patološke promene asocirane sa starenjem (Ingram i de Cabo, 2017). 
Kad je mozak u pitanju situacija nije jasna, jer sa jedne strane, DR uvedena u 18. i 24. 
mesecu kod pacova dovodi do povećanja nivoa antioksidanasa, šaperona i sinaptičkih 
proteina. Sa druge strane, 60%DR u trajanju od tri meseca nije uspela da zaštiti 
dopaminske neurone od male doze toksina i uzrokovala je smanjenje ukupnog dopamina 
u strijatumu miševa starih 15 meseci. (Morgan i saradnici, 2003; Sharma i Kaur, 2008). 
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Negativno dejstvo DR režima koji je primenjen kod starih životinja se ogleda i u 
povećanoj krhkosti i smanjenim kognitivnim performansama kod pacova, što je pokazano 
i u našoj studiji. Naime, primena 60% DR na životinje stare 21 mesec, nakon 3 meseca je 
dovela do znatnog povećanja krhkosti i poremećaja u procesu pamćenja. Isto smanjenje 
u količini hrane ali produženog delovanja (6 meseci) je dovelo do blagog poboljšanja 
starih životinja u testovima ponašanja, bez uticaja na krhkost, dok je dijeta započeta u 6. 
mesecu imala znatno bolje rezultate. Ova dugotrajna dijeta je imala pozitivan uticaj na 
sve praćene parametre: eksploratornu aktivnost, Y lavirint a dovela je i do značajnog 
smanjenja krhkosti kod starih pacova (Todorović i saradnici, 2018). 
Kako bismo produbili znanje o uticaju DR na promene koje može da izazove kada 
je uvedena u različitim periodima života, hteli smo podrobnije da ispitamo uticaj različitih 
trajanja DR tretmana kao i uvođenja DR u različitim starosnim dobima, na kognitivne i 
motoričke aktivnosti Wistar pacova, kao i na njihovu krhkost. U tom smislu, rezultati ove 
teze dobijeni su u eksperimentima u kojima su jedinke različite starosti podvrgnute 
dijetalnom režimu različitog trajanja, u kom su životinje bile pod uticajem 60% DR, što 
je ujedno i najčešći eksperimentalni pristup u studijama koje se bave uticajem DR 
(Speakman, 2011; Chung i saradnici, 2013). Naknadno smo izabrali režim koji je pokazao 
najbolje rezultate, DR1, da u njemu ispitamo energetsku homeostazu i insulinski signalni 
put u mozgu, kao jedan od tri potencijalna mehanizma pomoću kojih DR ispoljava svoj 
efekat na dužinu i kvalitet života (Masoro, 2000). 
Motoričke i kognitivne sposobnosti ekpserimentanih životinja smo pratili 
uobičajnim testovima ponašanja. Test otvorenog polja je jedan od najčešće korišćenih 
testova za praćenje ponašanja kod životinja i omogućava efikasnu analizu motoričkih 
funkcija, sposobnosti životinje da istražuje okolinu, kao i analizu kognitivnog statusa 
životinje. Poredeći lokomotornu i vertikalnu aktivnost životinja starih 6, 18 i 24 meseca, 
nismo uočili starosno-zavisno smanjenje ovih aktivnosti ni kod jedne od ispitivanih grupa 
(AL1 i AL2). Literaturni podaci o uticaju starenja na promene u spontanoj lokomotornoj 
i eksploratornoj aktivnosti životinja su kontradiktorni i ukazuju da različiti faktori kao što 
su soj životinja i vremenski okvir testiranja mogu imati veliki uticaj na ishod rezultata. 
Iako izvestan broj studija pokazuje da dolazi do starosno-zavisnog opadanja aktivnosti 
životinja (Gage i saradnici, 1984; Yu i saradnici, 1985; Altun i saradnici, 1987), postoje 
studije koje su dale drugačije rezultate. Naime, pokazano je da starenje dovodi do 
smanjene lokomotorne aktivnosti WAG/RIJ soja pacova za vreme noćne faze ali ne i u 
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toku dnevne faze (Willig i saradnici, 1987), dok kod Wistar pacova nije uočena starosno-
zavisna razlika u spontanoj lokomotornoj aktivnosti ni u noćnoj, niti u dnevnoj fazi 
ispitivanja (Zhang i Sannajust, 2000). Slično je pokazano i na miševima, pri čemu tri 
različita soja nisu pokazala promenu u eksploratornoj aktivnosti sa starenjem (Lhotellier 
i saradnici, 1993). U skladu sa rezultatima pomenutih ustražavanja, naši rezultati nisu 
pokazali da dolazi do smanjenja opisanih aktivnosti sa starenjem. Na osnovu svega 
navedenog može se zaključiti da starenje može uzrokovati različite fiziološke promene 
kod različitih sojeva pacova i miševa i da male promene u eksperimentalnom dizajnu 
mogu dovesti do značajnih razlika u rezultatima.  
Prostorna habituacija predstavlja najosnovniji oblik učenja i definiše se kao 
smanjenje eksploratorne aktivnosti bez uticaja spoljašnjih stimulusa tokom vremena 
(Leuiss i Bolivar, 2006). Ukoliko se testiranje habituacije odvija kontinuirano, u okviru 
jedne sesije (u toku jednog dana), onda se takva habitacija označava kao unutarsesijska, 
a ukoliko postoji ponovljeno izlaganje istoj sredini (kroz dane), onda se označava kao 
međusesijska habituacija. U suštini, unutarsesijska habituacija je mera adaptivnosti 
životinje, a međusesijska se odnosi i na sposobnost životinje da pamti prethodno izlaganje 
testu (Muller i saradnici, 1994), odnosno reflektuje njenu sposobnost učenja i pamćenja. 
Životinje podvrgnute testu otvorenog polja u našoj studiji su pokazale normalnu 
međusesijsku habituaciju, kako lokomotorne tako i vertikalne aktivnosti, koja se nije 
menjala sa starenjem, što je u  skladu sa literaturturnim podacima (Fraley i Springer, 
1981b; Soffie i saradnici, 1992; Ammassari-Teule i saradnici, 1994; Frick i saradnici, 
2000). Izuzetak su predstavljale DR1 grupa starosti 18 meseci i  DR3 grupa životinja stara 
24 meseca, jer su njihove vertikalne aktivnosti bile visoke tokom svih 5 ispitivanih dana. 
U literaturi postoje podaci da vremenski interval u toku kog se prati habituacija može da 
utiče na ishod habituacije odnosno, da ukoliko se analizira ponašanje životinje u kraćem 
vremenskom intervalu, ona može pokazati habituaciju ali se taj proces može izgubiti 
ukoliko je vremenski interval duži (Leuiss i Bolivar, 2006). Iz ovog razloga smo 
naknadno analizirali međusesijsku habituaciju, posmatrajući samo prvih 5 minuta svakog 
dana. Ovakva analiza je pokazala da 24mDR1 grupa pokazuje smanjenje aktivnosti kroz 
dane, odnosno da je habituacija prisutna, dok je taj proces u potpunosti izostao kod DR3 
grupe. Proverom nivoa aktivnosti životinja tokom prvih i poslednjih 5 minuta svakoga 
dana, ustanovljeno je da postoji unutarsesijska habituacija u svim ispitivanim danima kod 
obe grupe životinja, odnosno dolazi do smanjenja aktivnosti u toku dana. To navodi na 
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zaključak da sve životinje u ovom eksperimentu, bez obzira na starost i tretman, pokazuju 
relativno normalnu adaptiranost, ali da pacovi najstarije DR3 grupe imaju poteškoće u 
pamćenju jer nisu u stanju da prizovu u sećanje prethodno izlaganje testu. Ovakav rezultat 
navodi na zaključak da DR3 režim, odnosno dijeta koja počne u starijem dobu i traje 
relativno kratko, može imati negativne posledice na sposobnost učenja i pamćenja. 
Smatra se da dugotrajna DR uvedena u ranijem periodu života dovodi do boljih 
fizičkih performansi i da može ublažiti starosno-zavisne promene u motoričkim 
aktivnostima, što je pokazano u velikom broju studija (Yu i saradnici, 1985; Jucker i 
saradnici, 1988; Martin i saradnici, 2006; Carter i saradnici, 2009; Ribeiro i saradnici, 
2012). Međutim, postoje i drugačiji podaci koje ukazuju na smanjene motoričkih 
performansi nakon primene ovakvog režima ishrane (Pitsikas i saradnici, 1990). Što se 
tiče efekata dijete koja je uvedena u kasnijem periodu života, podaci nisu tako usaglašeni, 
već variraju između vrsta, pa čak i između sojeva životinja (Geng i saradnici, 2007; Singh 
i saradnici, 2011; Kuhla i saradnici, 2013). Uz navedeno, treba napomenuti da, ne samo 
početak, već i dužina trajanja dijete ima važnu ulogu u ishodu koji će restrikcija hrane 
dati (Yamamoto i saradnici, 2009). Naši rezultati pokazuju da efekti smanjenog unosa 
hrane u velikoj meri zavise od dužine trajanja dijete, kao i od starosti životinje u trenutku 
uvođenja dijetalnog režima. Daleko najbolji efekat je pokazao dugotrajni restriktivni 
režim ishrane (DR1), povećavajući eksploratornu aktivnost kod 18 meseci starih životinja 
i vertikalnu aktivnost kod 12 i 24 meseci starih životinja. Sa druge strane, DR2 režim je 
svoje pozitivne efekte pokazao isključivo na nivou lokomotorne aktivnosti, povećavajući 
dužinu predjenog puta u testu otvorenog polja kod najstarije grupe životinja. Nasuprot 
DR1 i DR2 režimima, dijetalna restrikcija najkraćeg trajanja i kasnog početka  je imala  
negativne posledice, smanjujući lokomotornu aktivnost kod 18 i 24 meseca starih 
životinja. Uz to, uočeni porast vertikalne aktivnosti kod 24 meseca starih životinja DR3 
grupe ne govori o pozitivnom efektu ovog režima ishrane. Kao što je već pomenuto, ove 
životinje nisu pokazale sposobnost habituacije, tako da je zabeležena viša aktivnost u 
odnosu na kontrolnu grupu verovatno posledica njihovog otežanog pamćenja a ne boljeg 
kognitivnog statusa.  
Uzimajući u obzir sve navedene studije, možemo zaključiti da za najoptimalnije 
rezultate DR treba da počne kod adultnih jedinki (6-12. meseca) i da traje do kraja života. 
Sve pomenuto ukazuje da su u ranom i kasnom životnom dobu jedinke mnogo osetljivije 
na stres izazvan restrikcijom hrane, što nije slučaj kod zrelih, adultnih jedinki. Podaci iz 
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literature ukazuju na to da  uvođenje DR u kasnijem periodu života, u nekim slučajevima 
pokazuje pozitivan, a u drugim negativan uticaj kako na dužinu života, tako i na starosno-
zavisne promene. Razlog u ovakvom neslaganju podataka verovatno leži u razlikama 
samih sojeva životinja, dužine DR i procesa, odnosno starosnih promena na kojima se 
želi ispitati dejstvo dijete. 
Test ponašanja u Y lavirintu oslikava urođenu potrebu glodara da istraži nepoznati 
prostor i shodno tome, koristi se za ispitivanje prostorne memorije životinja. Ovakav 
oblik memorije uključuje percepciju i specifične kognitivne performanse, kako bi 
životinja uspela da pamti određeni prostor, koji upoznaje tokom vremena (Wahl i 
saradnici, 2017). Starenje uzrokuje pad u kognitivnim performansama i uz pomoću 
različitih lavirint testova u literaturi su dobro opisane starosno-zavisne promene u 
prostornoj memoriji (Jucker i saradnici, 1988; Shukitt-Hale i saradnici, 2004; Haider i 
saradnici, 2014; McQuail i saradnici, 2015). U našim eksperimentima, starenje je dovelo 
do očekivanog pada u ukupnoj eksploratornoj aktivnosti životinja, kako lokomotornoj, 
tako i vertikalnoj. Tokom starenja je uočeno i smanjenje ukupnog broja ulazaka u sva tri 
kraka, broja ulazaka u treći krak, kao i vreme koje je provedeno u trećem kraku kod 18 
meseci starih životinja. Kod najstarije grupe pacova postoji trend u smanjenju ovih 
performansi, ali one nisu statistički značajne. Razlog odsustva značajnih promena kod 24 
meseca stare grupe pacova najverovatnije leži u  činjenici da sa starenjem heterogenost 
ispitivane grupe raste i samim tim postoje veće varijabilnosti između životinja, pa 
statistički značajan efekat može da izostane (Gage i saradnici, 1984). Lavirint testovi su 
izuzetno pogodni za ispitivanje uticaja dijetalne restrikcije na kognitivne performanse kod 
glodara (Wahl i saradnici, 2017), a pokazali su da efekti restriktivnog režima ishrane nisu 
univerzalni i da zavise od velikog broja faktora, kao što je starost životinje u momentu 
početka dijetalnog režima, količine redukcije hrane, vrste režima, pola, kao i samog soja 
životinje. Kod postnatalnih miševa, korišćenjem Y lavirinta je pokazano da uvođenje 
rigoroznog DR režima može dovesti do poremećaja u prostornoj memoriji, dok 80% i 
70% DR dovodi do poboljšanja u prostornoj memoriji postnatalnih mužjaka, ali ne i ženki 
(Wu i saradnici, 2002; Fu i saradnici 2017). U toku starenja Fischer pacova, dugotrajna 
60%DR uvedena već od prvog meseca života, poboljšala je prostornu memoriju kod 
životinja starih 18 i 24 meseca, ali ne i kod najstarije, 30 meseci stare grupe životinja 
(Stewart i saradnici, 1989). Isti režim u toku starenja Fischer pacova uticao je na 
poboljšanje fizičke, ali ne i kognitivne aktivnosti (Carter i saradnici, 2009). Interesanto je 
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i dejstvo periodične intermitentne dijete, tokom koje su životinje nekoliko dana sedmično 
podvrgnute IF dijeti, a ostalim danima imaju neograničen pristup hrani i taj ciklus se 
ponavlja 1-4 puta mesečno. Ovakva dijeta uvedena u 17. mesecu života nakon 6 meseci 
je dovela do poboljšanja prostorne memorije kod starih pacova (Brandhorst i saradnici, 
2015).  
Ispitujući kognitivne performanse u prostornoj memoriji pacova, uočili smo 
pozitivan efekat DR-a na proces starenja, a taj efekat je zavisio od dužine trajanja dijete i 
starosti životinje na početku dijete. Najizraženiji efekat dijete uočen je kod DR1 grupe 
životinja, gde su životinje pod tretmanom pokazale povećan ukupan broj ulazaka, broj 
ulazaka u treći krak kao i povećano vreme provedeno u ispitivanju prostora koji im je 
nepoznat, odnosno nov i to kod obe starije starosne grupe. Ovakav rezultat ukazuje da je 
DR1 režim ishrane povećao ne samo lokomotornu, već i vertikalnu aktivnost starih 
životinja, ispoljavajući jedan opšti koristan efekat tokom starenja. Situacija je bila 
potpuno drugačija u DR2 i DR3 eksperimentalnim grupama, gde je kod starih jedinki 
DR2 režim poboljšao samo vreme provedeno u trećem kraku, dok je DR3 režim ishrane 
imao pozitivan uticaj samo na 18 meseci stare životinje. Predstavljeni rezultati naših 
eksperimenata ukazuju da efekat dijete na kognitivni status u toku starenja izuzetno zavisi 
od starosne dobi kad je dijeta počela, kao i od dužine trajanja dijetalne intervencije, te da 
najoptimalniji efekat na prostornu memoriju ima dugotrajna dijeta kada je uvedena kod 
adultnih jedinki. 
Uočili smo jasnu korelaciju u ponašanju životinja u testu otvorenog polja i u Y 
lavirintu, i to kod sva tri režima ishrane. DR1 režim je uticao na očuvanje kako 
kongnitivnih, tako i fizičkih performansi kod starih jedinki. Tome u prilog govori ne samo 
povećana lokomotorna aktivnost u testu otvorenog polja, već i povećana generalna 
aktivnost uočena u Y lavirinu, koja se ogleda u povećanom broju ulaska u sva tri kraka 
lavirinta, dok povećan broj ulazaka u nepoznat, treći krak i duže vreme porovedeno u 
njemu reflektuju njihovu povećanu radoznalost i eksploratornu aktivnost. Pozitivan uticaj 
DR2 režima bio je znatno slabiji i u testu otvorenog polja i u testu Y lavirinta, sa tim što 
najstarija grupa životinja imala malo bolje rezultate. Životinje pod DR3 režimom su imale 
najlošijih rezultate, kako u generalnoj aktivnosti, tako i u prostornoj memoriji i ne samo 
to, ovaj režim doveo do slabije performanse životinja u odnosu na njihovu kontrolu. 
Slična korelacija je pokazana i u studiji u kojoj su Wistar pacovi sa visokom aktivnošću 
u testu otvorenog polja imali bolju prostornu memoriju i obratno, manje aktivni pacovi 
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su pokazali lošije performanse u Y lavirintu (Wetzel i Matthies, 1982), a ovakva analogija 
je primećena i kod miševa (Wetzel i Matthies, 1982; Onaolopo i Onaolopo, 2013).   
U poslednje vreme je u fokusu istraživanja procesa starenja pre svega uticaj 
različitih intervencija na kvalitet života, tj. na „zdravo“ starenje, što bi označavalo period 
u kom je jedinka zdrava i bez bolesti. U tu svrhu se uvodi pojam krhkosti, kao mera 
poređenja „zdravog“ starenja i  onog u kom je jedinka podložna bolestima i ima smanjen 
kvalitet života. Do nedavno, koristeći Fridov fenotip (Fried i saradnici, 2001) i Rokvudov 
indeks krhkosti (Rockwood i saradnici, 1994), krhkost je bila ispitivana u gerijatrijskim 
studijama, odnosno na humanoj populaciji. U poslednjih par godina se fokus istraživanja 
počeo polako prebacivati na animalne modele, pri čemu je prvo indeks krhkosti, odnosno 
FS, okarakterisan kod miša (Whitehead i saradnici 2014; Liu i saradnici, 2014), a zatim i 
kod pacova (Shukitt-Hale i saradnici, 2017; Yorke i saradnici, 2017). Prema metodi 
„Valencia score“ koju su razvili  Gomez-Cabrebra i saradnici (2017), a koja je bazirana 
na Fridovoj proceni krhkosti kod ljudi, mi smo uradili procenu krhkosti odnosno, 
izračunali smo frailty score (FS) Wistar pacova tokom starenja i detaljnije ispitali uticaj 
različitih DR režima na starenje (Todorović i saradnici, 2018). Analizirajući fizičke i 
kognitivne parametre krhkosti, uočili smo da kod starih pacova dolazi do pogoršanja u 9 
od analiziranih 11 parametara (lokomotorna i eksploratorna aktivnost, vreme provedeno 
u kretanju, procenat vremena provedenog u kretanju, spontane alteracije, ukupni broja 
ulazaka, broja ulazaka u treći krak, vreme provedeno u trećem kraku i procenat vremena 
provedenog u trećem kraku) i posledičnim povećanjem FS kod 18 i 24 meseca starih 
životinja. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima studije na Fischer pacovima kod 
kojih je pokazano povećanje FI u toku starenja (Yorke i saradnici, 2017).  Iako su 
korišćeni različiti parametri za procenu krhkosti, naša i studija na Fischer pacovima su 
pokazale prvo značajno povećanja krhkosti kod životinja starih 18 meseci. Druga studija 
koja se bavila ispitivanjem krhkosti na pacovima, je pokazala da u 18. mesecu života 20% 
ispitivanih životinja pokazuje znake krhkosti (Miller i saradnici, 2017). Takođe, studija 
koja se bavila ispitivanjem prostorne memorije tokom starenja je pokazala da u 18. 
mesecu dolazi do prvog značajnog pogoršanja memorije kod tri različita soja pacova 
(Wyss i saradnici, 2000), što ukazuje da starost od 18 meseci predstavlja neku vrstu 
prelomne tačke u starenju pacova, odnosno trenutak kada je njihov organizam 
najpodložniji starosno-zavisnim promenama, a verovatno i poslednji momenat kada se 
mogu primeniti intervencije koje usporavaju starosno-zavisne promene.  
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Malo se zna o uticaju dijete na stepen krhkosti, a naša studija je prva pokazala 
kako različiti režimi ishrane menjaju FS u procesu starenja kod pacova. Jedina animalna 
studija koja se još bavila uticajem dijete na krhkost je pokazala je da DR počev od 6. 
meseca starosti, dovodi do smanjenog FI u 19. mesecu života miša (Kane i saradnici, 
2016), odnosno da dijetalni režim ishrane smanjuje krhkost. Naši rezultati potvrđuju ova 
zapažanja i ukazuju na sličnost kojom miševi i pacovi prolaze kroz starosno zavisne 
promene u krhkosti, kao i na efikasnost kojm dijetalna restrikcija može uticati na ove 
promene. Međutim, treba naglasiti da, kao i slučaju efekata DR na motorne i kognitivne 
sposobnosti životinja, ni na nivou krhkosti nisu svi dijetalni režimi imali isti ishod. DR1 
dijeta je kod Wistar pacova dovela do smanjenja FS kod sve tri ispitivane starosne grupe 
u poređenju sa AL životinjama i dovela je do poboljšanja u 7 od 11 ispitivanih parametara 
koji su korišćeni za procenu FS, a koji su obuhvatali kako fizičke, tako i kognitivne 
sposobnosti. Opisani rezultati ukazuju na to da ovaj vid ishrane predstavlja intervenciju 
koja može rezultirati povećanjem kvaliteta života kod starih jedinki. U prilog tome 
ukazuje i nedavno objavljena studija na majmunima, gde su životinje koje su bile 
podvrgnute 60% redukciji hrane od desete, pa sve do perioda 23-28. godine života 
pokazivale manji stepen krhkosti i bolje preživljavanje (Yamada i saradnici, 2018). Sa 
druge strane, možemo reći da su protektivni efekti DR2, a posebno DR3 režima ishrane 
na kvalitet života diskutabilni. Dijeta u trajanju od 6 meseci (DR2) je smanjila FS samo 
kod 18 meseci starih životinja, dok na najstariju grupu pacova starosti dve godine nije 
imala uticaj. Efekat ove dijetalne intervencije se može uočiti i iz analize promena 
pojedinačnih parametara krhkosti: ova dijeta je dovela do poboljšanja u samo 2 od 11 
parametara,  a pokazala je i negativan uticaj na parametar vertikalne aktivnosti, koji 
oslikava radoznalost i želju životinje za istraživanjem i predstavlja važan vid njenih 
kognitivnih sposobnosti. S obzirom da kod 24 meseca starih jedinki nije bilo promena, 
možemo reći da uvođenje dijetalne restrikcije nakon adultnog perioda, odnosno nakon 
12. meseca života kod pacova, ima uslovno koristan efekat, koji se može postići samo 
ukoliko se takav režim ishane uvede do neke određene starosti, nakon čega restrikcija 
hrane više ne dovodi do pozitivnih promena. Drugim rečima, dijetalna intervencija koja 
počinje u 18. mesecu koja je pokazana kao prelomna tačka u starenju, i traje 6 meseci, u 
našoj studiji ne pokazuje koristan efekat na dalji kvalitet života jedinke. Donekle sličan 
efekat je uočen i pri primeni DR3 tipa restrikcije, naime, ukoliko se ovakakav vid ishrane 
uvede u 15. mesecu života, dakle ponovo pre prelomne tačke, izvesni pozitivni efekti se 
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mogu uočti, pa je tako najkraći režim ishrane (DR3) doveo do smanjenja FS kod 18 
meseci starih životinja. Međutim, dalje pomeranje vremenske tačke u kojoj se dijeta 
uvodi, je prouzrokovalo znatno povećanje FS kod najstarije grupe pacova, odnosno imalo 
je negativne efekte na jedinke. Naime, ovaj režim, uvden u tački od 21 mesec starosti je 
uticao  negativno na čak 4 parametra kod najstarije grupe životinja (vreme i procenat 
vremena u kretanju, ukupan broj ulazaka i vreme u 3. kraku). Ovakvi rezultati podržavaju 
teoriju da kratkotrajna dijeta, uvedena u starijoj dobi, nema pozitivan efekat na proces 
starenja, već naprotiv, da dodatno može da ugrozi stanje organizma koje je 
kompromitovano samim procesom starenja. Ovi podaci su u korelaciji sa podacima iz 
testa otvorog polja, gde je DR3 dijeta dovela do smanjene fizičke aktivnosti i poteškoća 
u pamćenju i u saglasnosti sa rezultatima ranije publikovane studije u kojoj je restriktivni 
režim od 60% uveden kod tri različita soja starih miševa (17, 21-24 meseca) doveo do 
povećane smrtnosti, koja je smanjena nakon vraćanja AL režima ishrane (Forster i 
saradnici, 2003).  
Opisani podaci u testu otvorenog polja, Y lavirinta i proceni krhkosti ukazuju da 
dugotrajna dijeta koja počinje u adultnom periodu ima najbolji efekat na kognitivne i 
motoričke starosno-zavisne promene kod pacova. Dijeta uvedena u kasnijem periodu 
života takođe pokazuje izvesne pozitivne efekte, ali u daleko manjoj meri u odnosu na 
dijetu koja počinje kod adulta. Važno je istaći i da su naši rezultati ukazali i na moguće 
negativne posledice dijete, ukoliko počne kasno u životu, kada je organizam mnogo 
podložniji starosno-zavisnim promenama. Ovi rezultati u velikoj meri doprinose boljem 
razumevanju efekata dijetalne restrikcije i načina na koji dijetalna intervencija može da 
utiče na produženje života i poboljšanja kvaliteta života. Da bi slika bila upotpunjena, 
trebalo bi još ispratiti smrtnost životinja pod uticajem različitih režima ishrane, jer smo 
na ovaj način stekli uvid u to kako DR utiče na zdravo starenje, ali nemamo uvid u to 
kakav efekat ima na dužinu života. Na žalost, zbog samog dizajna eksperimenta, nismo 
bili u mogućnosti da ispitamo da li postoje razlike u smrtnosti pod uticajem različitih 
dijetalnih režima. 
U ovoj studiji su praćene i promene biohemijskih parametara, kako u starenju, 
tako i pod dejstvom sva tri redukovana režima ishrane. Starenje je dovelo do očekivanog 
pada koncentracije glukoze u serumu pacova, promene koja je već dobro opisana u 
literaturi kako kod pacova, tako i kod miševa (Van Liew i saradnici, 1993; Srofano i 
saradnici, 1998; Smiljanić, 2014). Postoje i oprečni rezultati koji pokazuju povećanje 
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serumske glukoze ali od 3. do 12. meseca starosti kod Wistar pacova, što ipak ne uključuje 
duboku starost koja je praćena u našim eksperimentima (Ghezzi i saradnici). Neophodno 
je pomenuti da postoje i znatan broj studija na miševima i pacovima, u kojima starenje 
nije uzrokovalo promene u nivou serumske glukoze (Harris i saradnici 1994; Ding i 
saradnici, 2011; Quintas i saradnici, 2012). Takođe, postoje i studije koje su zabeležile 
promene u glukozi specifične za pol, odnosno, opisano je starosno-zavisno smanjenje 
glukoze kod mužjaka, ali i povećanje kod ženki pacova (Van Liew i saradnici, 1993).  
Za razliku od glukoze i detektovanog starosno-zavisnog pada, nivo insulina u 
našoj studiji nije pratio promene u nivou glukoze, već je ostao nepromenjen tokom 
starenja. Podaci u literaturi o promenama serumskog insulina u toku starenja su 
kontradiktorni, kako u pogledu korelacije sa promenama serumskog nivoa glukoze, tako 
i u pogledu samih starosno-zavisnih efekta na nivo insulina. Nivo insulina se nije menjao 
sa starenjem kod 4, 12 i 24 meseca starih Brown Norway pacova (Gordon i saradnici, 
2011), dok je kod miševa primećen starosno-zavisni porast insulina, ali samo u 
određenom periodu života. Naime, porast nivoa insulina je detektovan od 9-12 meseca 
života, nakon čega je koncentracija insulina ostala nepromenjena. Detektovane promene 
nisu bile korelisane sa promenama u nivou glukoze (Ding i saradnici, 2011). S obzirom 
da povećani nivoi glukoze i insulina tokom starenja ukazuju na starosno-zavisne 
poremećaje u metabolizmu glukoze i vode ka povećanom riziku od metaboličkog 
sindroma i posledično dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti (Ghezzi i saradnici, 2012; 
Brewer i saradnici, 2016), možemo reći da Wistar pacovi korišćeni u našem eksperimentu 
odolevajući ovakvim starosnim promenama, predstavljaju odličnu kontrolu u ispitivanju 
uticaja DR na proces starenja. Promene biohemijskih parametara u toku restriktivnog 
režima ishrane su istraživane u velikom broju studija. Dugotrajni režim ishrane (DR1) u 
našoj studiji je doveo do smanjenja koncentracije glukoze i insulina kod 12 meseci starih 
pacova, i do smanjenja nivoa insulina kod 24 meseca starih životinja. U literaturi je dobro 
opisan uticaj DR-a na smanjenje serumskog nivoa glukoze i insulina (Van Liew i 
saradnici, 1993; Harris i saradnici, 1994; Argentino i saradnici, 2005; Smiljanić, 2012). 
Usled brojnih starosno-zavisnih bolesti koje su povezane sa visokim nivoom glukoze i 
insulina, jedan od korisnih efekata redukovanog režima ishrane se upravo ogleda u 
smanjenju nivoa ovih parametara u cirkulaciji, što vodi ka povećanju insulinske 
osetljivosti (Martin i saradnici, 2006). Iako u našoj studiji DR1 restrikcija nije dovela do 
smanjenja serumske glukoze kod 18 i 24 meseca DR1 životinja, treba istaći da ona ostala 
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na nivou koji je zabeležen kod životinja starih 6 meseci i koji je u opsegu normalnih 
vrednosti za ove životinje. To se posebno odnosi na najstariju grupu životinja, jer je DR 
uspela da održi nivo glukoze koji je prisutan kod mladih životinja. Pokazano je da 
starosno-zavisni pad koncentracije glukoze u hipokampusu Fischer pacova dovodi do 
slabijih performansi u prostornoj memoriji, a da naknadna sistemska aplikacija glukoze 
kod 24 meseca starih životinja dovodi do povećanja nivoa glukoze u hipokampusu i boljih 
rezultata u testu prostorne memorije i izjednačavanja sa rezultatima mladih jedinki starih 
3 meseca (McNay i Gold, 2001). Iako su u našim eksperimentima praćene promene nivoa 
glukoze samo u serumu, uočena usaglašenost između nivoa glukoze u serumu i 
hipokampusu nas navodi na zaključak da održanje nivoa sistemske glukoze na nivou koji 
je zabeležen kod mladih jedinki predstavlja izuzetno koristan efekat restriktivnog režima 
ishrane. Studija rađena na Wistar-Kyoto pacovima (Yanai i saradnici, 2004), koji su sa 
2,5 meseca života stavljeni na dugotrajni režim ishrane, je pokazala da su životinje na DR 
režimu imale slabije kognitivne performanse u odnosu na AL kontrole tokom skoro 
čitavog života (od 7-24. meseca starosti ) Nakon injeciranja glukoze, njihove performanse 
su se značajno popravile. Važno je napomenuti da su u pomenutoj studiji praćene i 
promene u serumskoj glukozi i da je DR koja je počela kod 2,5 meseca starih životinja 
dovela do značajnog smanjenja nivoa glukoze u svim ispitivanim starosnim tačkama. 
Upravo ovde možemo podvući razliku, jer je naš DR1 režim, koji je počeo tek sa 6 meseci 
starosti, održavao nivoe glukoze u toku starenja u opsegu koje imaju jedinke stare 6 
meseci i pozitivno uticao na kognitivne performanse kod starih jedinki. Treba istaći da 
nivo insulina  kod životinja na DR koji je donekle nizak kod obe starije grupe, ide u prilog 
pretpostavci da je nepromenjena koncentracija glukoze kod ovih životinja pre specifični 
kompenzatorni mehanizam dijete koji može ležati u osnovi očuvanja kognitivnih 
sposobnosti tokom starenja. Kraći dijetalni režimi su doveli do sličnih promena, smanjivši 
serumsku glukozu kod najstarije grupe životinja, a samo je DR2 režim doveo i do 
smanjenja u koncentraciji insulina kod najstarije grupe životinja, ali je doveo i do 
povećanja insulina u 18. mesecu života. Iz literature je poznato da je hiperinsulinemija 
karakteristična za obolele od dijabetesa, kod prekomerne gojaznosti i kod specifičnih 
tumora. Na osnovu takvih podataka možemo pretpostaviti je da je u periodu od 12-18 
meseci, dijeta privremeno izbacila sistem iz ravnoteže, možda delujući kao prevelik stres 
koji je doveo do povećanog lučenja insulina, kao što je pokazano u studiji u kojoj su 
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pacovi Sprague-Dawley bili izloženi stresu u trajanju od 28 dana, koji je izazvao 
povećanje kortikosterona i insulina u serumu (Morakinyo i saradnici, 2016).   
Sledeći niz serumskih biohemijskih parametara ispitivanih u ovoj studiji je vezan 
za lipidni statust jedinki. Jedinke sa povećanim nivoima serumskih lipida imaju veći rizik 
od kardiovaskularnih oboljenja i od moždanog udara. Hronično povećanje nivoa 
serumskog holesterola predstavlja vodeći uzrok kardiovaskularnih oboljenja (Schober i 
saradnici, 2007; Jokinen, 2014), dok povećan nivo serumskih triglicerida vodi ka 
povećanom riziku od kardiovaskularnih bolesti i moždanog udara, pri čemu ovaj rizik 
raste sa starenjem (Tanne i saradnici, 2001; Chapman i saradnici, 2011). Pokazano je da 
DR dovodi do pozitivnih efekata na lipidni status životinja, time što smanjuje starosno-
zavisne promene lipidnog statusa kod životinja koje bile na visokokaloričnoj dijeti 
(Masoro i saradnici, 1983; Gao i saradnici, 2017) 
Ispitivanja lipidnog profila u našim eksperimentima su pokazala negativan uticaj 
starenja, koje je bilo praćeno  povećanim nivoom triglicerida u serumu Wistar pacova. 
Slične promene su zabeležene i kod Fišer pacova, kao i u humanim studijama (Van Liew 
i saradnici, 1993; Smiljanić, 2012; Xia i saradnici, 2017). Za razliku od triglicerida, 
koncentracija ukupnog holesterola u serumu je ostala nepromenjena. Rezultati različitih 
istraživanja koja su se bavila  uticajem starosti na promenu ukupnog serumskog 
holesterola su kontradiktorni. Dok većina studija ukazuje na povećanje (Van Liew i 
saradnici, 1993; Smiljanić, 2012), postoje studije na miševima i pacovima u kojima se 
nivo holesterola ne menja sa starenjem (Scrofano i saradnici, 1998; Hubert 2000). Uz 
prethodno opisane promene glukoze i insulina u serumu, izostanak povećanja nivoa 
serumskog holesterola primećen u starenju, dodatno ukazuje na to da Wistar pacovi 
korišćeni u našoj studiji ne pokazuju znake patoloških promena koje su povezane sa 
starenjem, sa izuzetkom povećanja nivoa triglicerida. 
Jedna od najčešće DR indukovanih promena kod glodara u opisanih u literaturi  je 
smanjena koncentracija serumskih lipida (Van Liew i saradnici, 1993; Hubert i saradnici, 
2000), što je u sagalasnosti sa rezultatima predstavljenim u ovoj doktorskoj disertaciji. 
Naime, dugotrajna DR1 je dovela do smanjenja koncentracije triglicerida u svim 
ispitivanim starosnim grupama, kao i ukupnog holesterola u serumu 18 i 24 meseca starih 
pacova. Ovakva promena još jednom naglašava koristan efekat restriktivnog režima 
ishane, i pokazuje koliko efektan može biti uticaj dugotrajne restrikcije hrane, odnosno 
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koliko količina konzumirane hrane može menjati lipidni profil u serumu i posledično 
delovati na rizik od kardiovaskularnih oboljenja i moždanog udara. 
Kraći dijetalni režimi, DR2 i DR3 su su isto doveli do smanjenja holesterola i 
triglicerida ali samo u najstarijoj grupi životinja, dok su kod 18 meseci starih jedinki 
prouzrokovali povećanje serumskog holesterola. Pojava da se pod uticajem redukovanog 
režima ishrane nivo serumskog holesterola povećava je već opisana u literaturi kod 
mužjaka i ženki Sprague-Dawley pacova koje su bili pod 45%DR režimom od 4. nedelje 
pa do 23 meseca starosti (Hubert, 2000). Naime, u prvih 7 nedelja DR je doveo do 
povećanja serumskog holesterola, ali se njegov nivo nakon 6. meseca starosti više nije 
značajno razlikovao od AL kontrola. Moguće je da je kod životinja smanjeni režim 
ishrane prouzrokovao stres, koji je rezultirao povećanjem pomenutih parametara, ali su 
one uspele da se adaptiraju nakon određenog vremena. Poznato je da na na povećani 
gubitak masnog tkiva uzrokovanog dijetom organizam može da reaguje  kao stres, 
povećanom sintezom endogenog holesterola, ili smanjenjeme katabolizma LDL/HDL, 
usled čega je zabeleženo povećanje ukupnog holesterola (Liu i saradnici, 2014). Za 
razliku od pomenute studije na Sprague-Dawley pacovima, naše životinje se nisu 
adaptirale na isti način, što je najverovatnije posledica starosti, budući da kod starih 
životinja dolazi do poremećaja u regulaciji hipotalamo-hipofizno-nadbubrežne ose (engl. 
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis, HPA) ose koja reguliše odgovor indukovan 
stresom (Sutanto i Kloet, 1994, Sapolsky i saradnici, 1983). Treba uzeti u obzir da je u 
ovoj grupi primećeno i povećanje insulina u serumu, što takođe može biti uzrok hroničnog 
stresa prouzrokovanog kraćim dijetalnim režimom koji počinje u kasnijem dobu života. 
Naši rezultati pokazuju da i u pogledu regulacije nivoa biohemijskih parametara 
dugotrajni režim ishrane daje najbolje efekte, smanjujući nivoe glukoze i insulina kod 12 
i 24 meseca starih pacova, a holesterola i triglicerida kod većine ispitivanih grupa. S 
obzirom da povećani nivoi serumske glukoze, insulina, holesterola i triglicerida 
predstavljaju rizik od kardiovaskularnih bolesti, metaboličkog sindroma, moždanog udara 
i dijabetesa, može se zaključiti da DR1 pokazuje protektivno dejstvo smanjivanjem ovih 
parametara u serumu pacova (Tanne i saradnici, 2001; Schober i saradnici, 2007; Jokinen, 
2014; Cira i saradnici, 2015; Chapman i saradnici, 2011; Ghezzi i saradnici, 2012; Brewer 
i saradnici, 2016).  Kraći dijetalni režimi su smanjili nivoe pomenutih biohemijskih 
parametara samo kod najstarije grupe životinja, dok su kod 18 meseci starih životinja 
doveli do povećanja insulina i holesterola, što je inače karakteristično za visoko kaloričnu 
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dijetu. Zato je neophodno uvideti važnu ulogu dužine trajanja i vremena početka 
restrikcije hrane u prevenciji starosno-zavisnih promena. 
Dugotrajna DR je dovela do izraženih korisnih promena u nivou ukupne 
aktivnosti, kognitivnom statusu i smanjila je krhkost životinja, a uz to je pozitivno uticala 
na promene u biohemijskim markerima koji su povezani sa velikim brojem starosno-
zavisnih bolesti. Kraći dijetalni režimi su pokazali znantno slabiji pozitivan efekat na 
kognitivne i motoričke sposobnosti, kao i na biohemijskie parametre, a najkraći režim je 
čak doveo i do povećanja krhkosti u odnosu na AL kontrolu. Usled odsustva značajnih 
korisnih efekata  DR2 i DR3 režima u odnosu na dugotrajnu DR1, odlučili smo da za 
podrobniju analizu energetskog statusa mozga odaberemo DR1 tip restrikcije. Zbog toga 
smo ispitali  uticaj starenja i DR1 režima na promene u AMPK i glukoznim receptorima 
u kori prednjeg mozga i hipokampusu, kao i na insulinski signalni put i ekspresiju NPY 
peptida u hipokamusu i hipotalamusu pacova. Ovi regioni mozga su izabrani 
prevenstveno zbog svoje uloge u energetskom metabolizmu, kao i zbog toga što je 
poznato da sa starenjem u njima dolazi do izraženih promena, a ujedno pokazuju i najbolji 
odgovor na restrikciju hrane (Mladenović Đorđević i saradnici, 2010; Perović i saradnici, 
2013; Mladenović Đorđević i saradnici, 2014; Smiljanić i saradnici, 2015). Naime, 
hipokampus i kora prednjeg mozga su strukture koje imaju važnu ulogu u procesima 
učenja i pamćenja i karakterišu se izuzetno visokom potrošnjom energije (Gage i 
saradnici, 1984; Sengupta, 2010). Samim tim ove dve strukture su veoma osetljive na 
smanjeni metabolizam glukoze koji je karakterističan za proces starenja (Cammandola i 
Mattson, 2017). Upravo zato su kora prednjeg mozga i hipokampus pacova izabrani za 
ispitivanje promena pod uticajem starenja i DR na ekspresiju proteina AMPK i glukoznih 
transportera. Uloga hipotalamusa u energetskom metabolizmu se odnosi na njegovu ulogu 
u regulaciji unosa hrane, u čemu važnu ulogu ima insulinski signalni put (Plum i 
saradnici, 2005), a sve je više podataka koji ukazuju na ulogu insulinskog puta i u 
procesima učenja i pamćenja i smatra se da to dejstvo insulin ostvaruje upravo u 
hipokampusu (Zhao i saradnici, 1999; McNay i saradnici, 2010). Iz tog razloga smo 
odlučili da istražimo kakav efekat starenje i dijetalna restrikcija imaju na insulinski 
signalni put u hipokampusu i hipotalamusu.  
U normalnim, fiziološkim uslovima, glukoza predstavlja osnovni izvor energije u 
moždanom tkivu. U procesu starenja, dolazi do promena u regulaciji metabolizma 
glukoze, a usled svojih visokih energetskih zahteva, ćelije hipokampusa i kore prednjeg 
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mozga su veoma osetljive na promene energetskog statusa (Camandola i Mattson, 2017). 
Poremećaji u održavanju energetske homeostaze mogu ugroziti zdravo starenje i dovesti 
do nastanka starosno-zavisnih bolesti. AMPK predstavlja jedan od osnovnih regulatora 
energetskog metabolizma. Redukcija nivoa ATP-a u uslovima smanjene energije dovodi 
do aktivacije AMPK koja aktivira kataboličke procese, a inhibira procese koji troše veliku 
količinu energije, dovodeći do poboljšanja energetskog statusa organizma. U organizmu 
AMPK ima veoma kompleksnu ulogu jer, pored regulacije energetske homeostaze CNS-
a, preko neuro-humoralnih signala utiče i na regulaciju energetske homeostaze u 
perifernim tkivima. Kada su u pitanju starosno-zavisne promene bazalnih nivoa AMPK u 
normalnom, fiziološkom starenju, rezultati u literaturi su kontradiktorni i uglavnom 
uključuju istraživanja na skeletnim mišićima, jetri i u srcu (Reznik 2007b; Qiang i 
saradnici, 2007; Turdi i saradnici, 2010; Hua i saradnici, 2011; Li i saradnici, 2012; 
Hardman, 2014; Zhang i saradnici, 2014). Jedina studija koja opisuje promene u nivou 
fosfo-AMPK u mozgu u normalnim, fiziološkim uslovima govori o povećanom nivou 
kod starih miševa (Liu i saradnici 2012). Istraživanja koja su za cilj imala ispitivanje 
starosno-zavisne promene u jačini odgovora AMPK nakon određene stimulacije su 
pokazala da sa starenjem dolazi do smanjenog odgovora AMPK na stimulaciju, odnosno 
njene smanjene aktivacije. Naime, eksperimentalno prouzrokovana hipoksija jetre, 
ishemija mozga i aktivacija AMPK u skeletnim mišićima pomoću farmakoloških 
supstanci dovela je do aktivacije AMPK kod mladih, ali ne i kod starih jedinki (Mulligan 
i saradnici 2005; Reznick i saradnici, 2007; Liu i saradnici, 2012). Ispitujući nivoe AMPK 
u kori prednjeg mozga i hipokampusa kod Wistar pacova u našoj studiji, nismo uočili 
starosno-zavisne promene kako u ukupnoj, tako ni u fosforilisanoj formi AMPK. Treba 
istaći da u našim eksperimentima nisu odvojeno praćene promene pojedinačnih AMPKα1 
i AMPKα2 izoformi, već samo ukupna AMPKα,. U literaturi se mogu naći podaci da 
starenje različito utiče na promene ove dve izoforme AMPK i dok se jedna izoforma u 
toku starenja smanjuje, druga se povećava (Hardman i saradnici, 2014). Upravo to može 
biti uzrok izostanka starosno-zavisne promene u aktivnosti i ukupnom nivou AMPK. Sa 
druge strane, moguće je da naši rezultati govore u prilog tome da je moždano tkivo 
relativno zaštićeno od promena u energetskom statusu u toku normalnog fiziološkog 
starenja i da, i ako ima promena u AMPK između starih i mladih jedinki, one se jedino 
mogu uočiti ako izvedemo sistem iz ravnoteže.  
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Poremećaji u aktivnosti AMPK su povezane sa dugotrajnim povećanjem unosa 
kalorija i posledičnom insulinskom rezistencijom, gojaznošću i bolestima poput 
dijabetesa tipa II i kardiovaskularnih bolesti, što je dokumentovano u velikom broju 
studija (Salminen i Kaarniranta, 2012). Sa druge strane, smatra se da je AMPK signalni 
put jedan od važnih medijatora pozitivnih efekata dijetalne restrikcije i da DR stimuliše 
aktivnost AMPK putem insulinskog i SIRT signalnog puta, kao i aktivacijom adipocita 
(Jeon, 2016). U našoj studiji, dugotrajna dijetalna restrikcija je dovela do povećanja 
ukupne i fosforilisane forme AMPK u hipokampusu, dok je ovaj efekat u kori prednjeg 
mozga izostao, što ukazuje na regionalnu specifičnost u efektima DR. Veća osetljivost 
hipokampusa na efekte DR u odnosu na koru mozga je prethodno pokazano u 
mnogobrojnim studijama (Mladenović Đorđević i saradnici, 2010; Perović i saradnici, 
2013; Mladenović Đorđević i saradnici, 2014; Smiljanić i saradnici, 2015). Jedno od 
objašnjenja bi moglo biti da DR1 režim ishrane nema efekata na AMPK signalni put u 
kori prednjeg mozga, ili da svoje korisne efekte u ovoj strukturi ispoljava preko drugih 
signalnih puteva. U hipokampusu, kod 24 meseca starih životinja DR režim je doveo do 
dvostrukog povećanja ukupnog i fosfo-AMPK nivoa. Dobijeni podaci su u skladu sa 
rezultatima istraživanja u kojima je 60% DR povećala nivo AMPK u hipokampusu u istoj 
meri kao i DR1 režim ishrane u našim eksperimentima. U pomenutoj studiji je pokazano 
da ovo povećanje nivoa AMPK za posledicu ima povećanu neurogenezu i bolje 
kognitivne performanse kod miševa (Dagon i saradnici, 2005). I druga istraživanja su 
pokazala da povećana aktivnost AMPK ima neuroprotektivno dejstvo u hipokampusu 
(Culmsee i saradnici, 2001), a pokazano je da pomaže i u preživljavanju astrocita nakon 
ishemije i indukovane apoptoze (Blazquez i saradnici, 2001; Almeida i saradnici, 2004). 
To navodi na pretpostavku da uočeno povećanje u ekspresiji AMPK u hipokampusu naših 
pacova može biti jedan od faktora koji leže u osnovi boljih kognitivnih sposobnosti koje 
su ove životinje pokazale u testu Y lavirinta i otvorenog polja. Novija istraživanja ukazuju 
na to da AMPK dovodi do povećanja adultne neurogeneze (Potts i Lim, 2012; 
Voloboueva i saradnici, 2017) kao i da adultna neurogeneza u hipokampusu može 
doprineti poboljšanju procesa učenja i pamćenja (Deng i saradnici, 2010; Marin-Burgin 
i Schinder, 2012; Cameron i Glover, 2014). Slično je pokazano i kod miševa, gde 
injeciranje potentnog aktivatora AMPK dovodi do povećane adultne neurogeneze u 
dentatnom girusu i boljih rezultata u testu prostorne memorije (Kobilo i saradnici, 2011). 
Međutim, treba napomenuti da aktivacija AMPK nema uvek pozitivne efekte i da u 
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slučaju znatno restriktivnije dijete (DR životinje dobijaju 40% od unosa AL) dolazi do 
prekomerne aktivacije AMPK, kod koje su nivoi tri puta veći u odnosu na kontrolu, što 
je dovedeno u vezu sa smanjenom neurogenezom i pogoršanjem u izvođenju kognitivnih 
zadataka kod miševa (Dagon i saradnici, 2005). Takođe, smatra se da je jedan od uzroka 
smanjene plastičnosti u hipokampusu kod pacijenata obolelih od AB i uočena 
hiperaktivnost AMPK, te da inhibicija aktivnosti AMPK umanjuje negativne promene u 
procesima učenja i pamćenja koje su karakteristične za AB (Ma i saradnici, 2014). Slični 
rezultati su dobijeni i u mišjem modelu epilepsije (Potter i saradnici, 2010), dok su 
istraživanja in vitro i ex vivo pokazala da je AMPK odgovorna za snabdevenost neurona 
dovoljnom količinom energije u toku sinaptičke aktivnosti (Marinangeli i saradnici, 
2018). U ovom slučaju je pokazano da inhibicija AMPK dovodi do poremećaja u procesu 
dugotrajne potencijacije (engl. Long-Term Potentiation, LTP) koji leži u osnovi 
formiranja memorije. Sve navedeno upućuje na potencijalnu ulogu AMPK u procesima 
učenja i pamćenja putem regulacije sinaptičke plastičnosti hipokampusa. Važno je istaći 
da je neophodan fini balans u nivou aktivacije AMPK, jer umereno povećanje ove kinaze, 
kao što je zabeleženo i u našem eksperimentu, verovatno dovodi do pozitivnih efekata na 
molekularnom nivou, pospešujući proces neurogeneze i sinaptičke plastičnosti, putem 
kojih deluje i na složene procese učenja i pamćenja. Sa druge strane, suviše jak odgovor 
AMPK bi mogao da prouzrokuje potpuno suprotan efekat na proces neurogeneze i 
kognicije. 
Kako je starenje praćeno promenama u nivou glukoze u cirkulaciji i u regulaciji 
preuzimanja glukoze u mozak (Craft 2006), sledeći korak u ispitivanju je bio određivanje 
nivoa glukoznih transportera u mozgu. Analizirali smo nivoe GLUT1, GLUT3 i GLUT4 
transportera u hipokampusu i kori prednjeg mozga, kod pacova starih 6, 12, 18  i 24 
meseca. Uočili smo da i pored uticaja na smanjenje glukoze u serumu, starenje nije uticalo 
na ekspresiju pomenutih proteina ni u jednom ispitivanom regionu. To bi mogao biti 
pokazatelj da je mozak, zahvaljujući KMB, dobro zaštićen od promena u perifernoj 
cirkulaciji (Keaney i Campbell, 2015), a već opisan izostanak promena u AMPK u toku 
starenja, ide u prilog ovoj pretpostavci. U literaturi postoji malo podataka o promenama 
glukoznih transportera sa starenjem, a kod istraživanja koja su se bavila ovom temom, 
rezultati su kontradiktorni. Kod pustinjskih miševa, starenje je smanjilo ekspresiju 
GLUT1 u hipokampusu u 18. i 24. mesecu starosti (Lee i saradnici, 2018), dok je kod 
miševa nakon 12. meseca života uočen pad u nivou hipokamalne izoforme GLUT1 koja 
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je predominantno u endotelnim ćelijama (55kDa), ali ne i GLUT1 izoforme specifične za 
astrocite (44kDa) (Ding i saradnici, 2013). Kod pacova starih 21 mesec nije došlo do 
promene u nivou proteina, ni informacione RNK za GLUT1 u mozgu, masnom tkivu, kao 
ni u skeletnim mišićima, što je u skladu i sa našim podacima (Oka i saradnici, 1992). 
Starenje nije uticalo na nivo GLUT3 u hipokampusu džerbila, ali je dovelo do smanjenja 
u hipokampusu miševa. Zabeleženi pad u ekspresiji GLUT3 kod miševa je detektovan od 
3-12. meseca, a nakon toga je ostao nepromenjen do 15. meseca (Ding i saradnici, 2013; 
Lee i saradnici, 2018). Starosno-zavisne promene u koncentraciji GLUT 4 nisu 
detektovane u hipokampusu, dok je u masom tkivu i skeletnim mišićima starenje dovelo 
do pada u koncentraciji ovog transportera (Oka i saradnici, 1992; Ding i saradnici, 2013). 
Imunohistohemijska analiza ekspresije GLUT3 transportera je pokazala da se nivo 
GLUT3 u toku starenja menja u specifičnim delovima hipokampusa, poput dentatnog 
girusa i CA3 regiona (Fattoretti i saradnici, 2001). To upućuje na pretpostavku da su 
promene u ekspresiji glukoznih transportera vrlo specifične i ograničene na određene 
subregione mozga, te da je za detekciju promena u nivou GLUT-ova podesnija 
imunohistohemijska metoda, koja u odnosu na Western blot omogućava detekciju 
proteina u specifičnim regionima mozga.  
U normalnim, fiziološkim uslovima mozak u potpunosti zavisi od glukoze kao 
osnovnog izvora energije. GLUT1 su eksprimirani kako u endotelnim ćelijama KMB, što 
im daje ključnu ulogu u preuzimanju glukoze u mozak, tako i na astrocitima, 
omogućavajući im da preuzmu glukozu iz parenhima. Sa druge strane, GLUT3 receptori 
su karakteristični za neurone i aktiviraju se pri vrlo niskim koncentracijama glukoze u 
mozgu, što osigurava da neuroni uvek imaju izvor energije. Astrociti uz pomoć GLUT1 
preuzimaju glukozu i od nje sintetišu laktat ali su sposobni  da laktat sintetišu i iz 
glutamata koji preuzimaju iz parenhima. Još uvek je diskutabilno da li neuroni kao 
osnovni izvor energije koriste laktat, ili sami neuroni putem vrlo osetljivih GLUT3 
preuzimaju glukozu čak i kada je njena koncentracija u ćelijskom parenhimu izuzetno 
niska (Bennaroch, 2014). Pored GLUT 1 i GLUT3, u specifičnim regionima mozga, kao 
što su acetilholinski neuroni prednjeg mozga, nalazi se insulin-zavisan GLUT4 
transporter i obično se eksprimira zajedno sa GLUT3 receptorom. Uloga insulin-zavisnih 
GLUT4 receptora u mozgu još uvek nije u potpunosti razjašnjena, ali veruje se da se oni 
aktiviraju kada su energetske potrebe u specifičnim regionima mozga visoke (Mueckler i 
Thorens, 2013). Nedavno je pokazano da miševi kojima je utišan gen za GLUT4 u 
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čitavom mozgu pokazuju simptome insulinske rezistencije, ali da blokada GLUT4 samo 
u hipokampusu, a ne i u ostalim moždanim regionima, dovodi do poremećaja u 
kognitivnim performansama, bez efekata na insulinsku rezistenciju (Pearson-Leary i 
McNay, 2016; Reno i saradnici, 2017). Ovaj podatak može ukazati na to da GLUT4 u 
specifičnim regionima mozga može imati funkcije koje nisu u vezi sa insulinskim 
metabolizmom. Mi nismo detektovali promene u nivoima glukoznih transportera u 
hipokampusu, već samo u kori prednjeg mozga, što ukazuje na to da dugotrajna restrikcija 
hrane ne utiče na energetski status hipokampusa, barem ne na nivou glukozne 
homeostaze. Isto tako je moguće da Western blot metoda nije dovoljno senzitivna za 
detekciju suptilnih promena do kojih možda dolazi u ekspresiji glukoznih transportera 
pod uticajem DR, ili su pak te promene ograničene na vrlo specifične subregione 
hipokampusa (Fattoretti i saradnici, 2001). Kod 12 meseci starih DR1 životinja je 
primećeno smanjenje u nivoima GLUT3 i GLUT4 proteina u kori prednjeg mozga. 
Uočeno smanjenje nivoa insulina u cirkulaciji je u skladu sa detektovanim smanjenjem 
nivoa ekspresije GLUT4 (Mueckler i Thorens, 2013), ali usled smanjene glukoze u 
perifernoj cirkulaciji očekivano je povećanje, a ne smanjenje u ekspresiji GLUT3. 
Međutim, ovakva promena je već zabeležena kod pacova izloženih dijetalnom režimu 
ishrane, kod kojih je dijeta u trajanju od samo 7 dana smanjila nivo glukoze u serumu i 
dovela do smanjenja GLUT3 u mozgu (Cheng i saradnici, 2003). Moguće je, da u ovom 
slučaju, GLUT3 nije prva karika u snabdevanju neurona glukozom, već to čine astrociti 
putem laktata. Kod najstarije grupe pacova je došlo do povećanja u ekspresiji GLUT1 i 
GLUT3 receptora, što ukazuje na to da DR kod starih životinja u kori prednjeg mozga 
dovodi do povećane potrebe neurona za energijom. Moguće je i da je ovo povećanje u 
nivou glukoznih transportera imalo uticaja na očuvanost kognitivnih performansi u Y 
lavirintu kod ovih životinja, jer je pokazano da je starosno-zavisno smanjenje 
metabolizma glukoze u ćelijama hipokampusa i kore prednjeg mozga praćeno i lošijim 
performansama na testovima pamćenja i učenja kod pacova (Gage i saradnici, 1984; 
McNay i Gold, 2001; Yanai i saradnici, 2004).  
DR1 režim je imao pozitivno dejstvo na energetski metabolizam samo nakon 18 
meseci trajanja odnosno, kod najstarije grupe životinja, povećavajući nivoe AMPK i 
njegove fosforilisane forme u hipokampusu i GLUT3 i GLUT4 transportera u kori 
prednjeg mozga. S obzirom na to da kod životinja starih 18 meseci, koje su bile na DR 
režimu godinu dana, nisu uočene promene u pomenutim proteinima, ovo je još jedna 
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potvrda da dugotrajna dijetalna restrikcija ima koristan efekat kod starih jedinki samo ako 
je dovoljno dugo trajala. Uz opisane nivoe glukoze koji su ostali na nivou mladih jedinki, 
i uočene promene u energetskom metabolizmu na proteinskom nivou, možemo reći da je 
dugotrajna DR uticala na snabdevenost kore prednjeg mozga i hipokampusa dovoljnom 
količinom energije, što je se verovatno kasnije pokazalo kroz poboljšanje kognitivnih i 
motoričkih performansi životinja u dubokoj starosti (Gage i saradnici, 1984; Dagon i 
saradnici, 2005).  
Istraživanja iz pedesetih godina prošlog veka su pokazala da je mozak insulin-
zavisan organ (Ghasemi i saradnici, 2013). Insulin prolazi KMB (Banks i Kastin, 1985; 
Miller i saradnici, 1994), a sve više istraživanja u poslednjih dvadesetak godina ukazuje 
na to se mali deo insulina sintetiše i u samom mozgu (Clarke i saradnici, 1986; Devaskar 
i saradnici, 1993; Schester i saradnici, 1996; Dakic i saradnici, 2017). Insulin svoj efekat 
u mozgu ostvaruje vezujući se za insulinski receptor i/ili za receptor insulinu-sličnog 
faktora rasta (engl. Insulin-like Growth Factor Insulin Receptor, IGF-IR) koji su locirani 
u plazma membrani, a dalji prenos signala se odvija preko IRS1-PI3K-Akt signalne 
kaskade (Vadas i saradnici, 2011). Na ovaj način insulin učestvuje u regulaciji aktivnosti 
proteina GSK3 beta, FoxO familije transkripcionih faktora i mTOR signalnog puta 
(Fernandes i Torres-Aleman, 2014), koji imaju važnu ulogu u sinaptičkoj plastičnosti, 
autofagiji, neurogenezi i energetskom metabolizmu (Salcedo-Tello i saradnici, 2011; Kim 
i saradnici, 2012). Postoji još jedan signalni put preko kog insulin može učestvovati u 
regulaciji ćelijske proliferacije, diferencijacije i organizacije citoskeleta, a pokazano je i 
da dolazi do preklapanja ovog signalnog puta sa PI3K putem (Aksamitiene i saradnici, 
2012;  Kleinridders i saradnici, 2014). 
Jedna od negativnih karakteristika procesa starenja je  hronična aktivacija 
insulinskog puta, čime se razvija insulinska rezistencija (Roberts i saradnici, 2013). To je 
slučaj kod hiperinsulinemije i dijabetesa tipa II, koje su u pozitivnoj korelaciji sa 
povećanim rizikom od bolesti i povećanom stopom smrtnosti. I pored mnoštva podataka, 
još uvek se intenzivno traga za tačnim objašnjenjem uzročno-posledične veze između 
insulinskog signalnog puta i procesa starenja. Može se reći da starenje dovodi do 
disfunkcionalnosti, odnosno hronične aktivacije insulinskog puta i posledično, insulinske 
rezistencije koja je u osnovi mnogobrojnih patoloških stanja. Poremećaji ovog signalnog 
puta su uočeni i u neurodegenerativnim bolestima, jer je pokazano da patološke 
karakteristike Alchajmerove bolesti karakterišu i eksperimentalno indukovani moždani 
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dijabetes, te se može reći da AB može da se posmatra kao dijabetes tipa III, forma 
dijabetesa koja uključuje i  mozak  (de la Monte i Wands, 2008).  
 Mi smo pratili promene u ekspresiji proteina insulina i njegovog receptora IR, 
IRS1, Akt-a, kao i njihove aktivne, odnosno fosforilisane forme, i uočili da u 
hipokampusu i hipotalamusu Wistar pacova starenje nije dovelo do promena u ekspresiji 
proteina insulinskog signalnog puta. Dosadašnji eksperimentalni podaci o uticaju starenja 
na promene u insulinskom signalnom putu su vrlo raznoliki, a razlike su verovatno 
posledica i soja životinja, eksperimentalnog pristupa, kao i tkiva na kome su eksperimenti 
rađeni (Fulop i saradnici, 2003; Bartke, 2008, Liu i saradnici, 2017). Najobimnija 
istraživanja na ovu temu su sprovedena na skeletnim mišićima i jetri, a mnogo su manje 
zastupljena istraživanja na mozgu. U jetri i skeletnim mišićima pacova starenje nije 
dovelo do promene u nivou ukupnog IR, već je detektovano samo smanjenje fosfo-IR, 
dok se nivo IRS1 smanjio počev već od 5. meseca života i ostao na datom nivou do 20. 
meseca (Carvalho i saradnici, 1996). Istraživanja na Wistar pacovima ukazuju da starenje 
praćeno od prvog dana života pacova pa do do 13. meseca života  ne dovodi do promena 
u ukupnom IR u kori prednjeg mozga i cerebelumu, ali smanjuje ekspresiju fosfo-IR 
(Fernandes i saradnici, 2001). Sa druge strane, kod miševa je starenje dovelo do 
smanjenja u broju receptora u čitavom mozgu, ali i do povećanja afiniteta ovog receptora 
za insulin (Zaia i Piantanelli, 2000), a isti efekat na IR je pokazan i u hipokampusu 
pustinjskih miševa (Park i saradnici, 2009). Dodatno, ispitali smo uticaj starenja na 
promene NPY peptida u istim moždanim regionima i vremenskim tačkama, ali ni u 
koncentraciji ovog peptida nismo uočili starosno-zavisne promene. Literatura je i u 
slučaju NPY oprečna, naime kod Sprague Dawley pacova je detektovano smanjenje nivoa 
NPY tokom starenja, kao i smanjeno otpuštanja ovog peptida pri depolarizaciji membrane 
(Sahu i saradnici, 1988), dok kod pacova soja Fischer nisu uočene promene u nivou NPY 
tokom starenja (Li i saradnici, 1998). Studija na Brown-Norway pacovima je pak 
pokazala da je smanjenje u ekspresiji NPY vremenski specifično, pa je tako pad u iRNK 
za NPY detektovan samo u periodu od 3-13. meseca života (Gruenewald i Matsimoto, 
2001).  
Ako uzmemo u obzir da na molekularnom nivou nismo uočili starosno zavisne 
promene ni u jednom ispitivanom proteinu (AMPK, GLUT-ovi, IR, IRS1, Akt, insulin i 
NPY) i da je starenje dovelo samo do blagog smanjenja glukoze i triglicerida u 24. 
mesecu, možemo pretpostaviti da kod Wistar pacova starenje ne dovodi do promena u 
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proteinima koji su uključeni u energetski metabolizam i ispitivani insulinski signalni put 
u mozgu. Međutim, treba imati u vidu da je regulacija insulinskog puta izuzetno 
kompleksna i da insulin može ispoljiti svoje dejstvo i putem druge signalne kaskade, te 
je starenje je moglo uzrokovati promene u nekim od proteina koji nisu praćeni u našoj 
studiji.   
Smatra se da dijetalna restrikcija dovodi do povećanja dužine života, ali što je 
možda još važnije, do kvalitetnijeg i zdravijeg života, i do smanjenja rizika od pojave 
starosno-zavisnih oboljenja. Uz to, sve je više dokaza koji idu u prilog teoriji da su 
Alchajmerova bolest i drugi oblici demencije povezani sa insulinskom rezistencijom ali 
ne na periferiji, već u mozgu (de la Monte i Wands, 2008, Benedict i Grillo, 2018). Uticaj 
DR na insulinsku osetljivost može zavisiti od opšteg stanja organizma. Naime, 
longitudinalna studija na starim majmunima koji su bili podvrgnuti dugotrajnom DR 
režimu (12-17 godina) je pokazala da dolazi do povećanja insulinske osetljivosti u kori 
velikog mozga i u hipokampusu (Willette i saradnici, 2012), dok DR tretman na gojaznim 
majmunima u trajanju od dva meseca nije doveo do smanjenja nivoa insulinskog 
receptora u kori velikog mozga (Mitchell i saradnici 2012). Smatra se da u osnovi 
smanjene insulinske osetljivosti stoji poremećena regulacija insulinskog signalnog puta 
(Giani i saradnici, 2008; Boucher i Kleinridders, 2014). Usled toga, moguće je da DR 
ispoljava svoj efekat na insulinsku osetljivost tako što reguliše aktivnost proteina 
uključenih u ovaj signalni put. Iz tog razloga smo pokušali da ispitamo da li dugotrajni 
DR1 režim dovodi do promena u proteinima insulinskog signalnog puta u mozgu. 
Efekti dugotrajne DR na insulinski signalni put u našim eksperimentima su bili 
regionalno- i starosno-specifični, odnosno zavisili su od ispitivane regije mozga i starosne 
dobi životinje. Kod životinja starih 12 meseci nisu detektovane DR indukovane promene 
u insulinskom signalnom putu, niti uticaj DR na ekspresiju NPY u hipokampusu i 
hipotalamusu. U hipokampusu ovih životinja nisu uočene ni promene u AMPK putu, niti 
u ekspresiji glukoznih transportera, a s obzirom na to da je jedina uočena promena kod 
ove grupe životinja bila na nivou glukoznih transportera u kori prednjeg mozga, 
restrikcija hrane je u ovoj starosnoj dobi imala vrlo specifičan regionalni efekat. Moguće 
je da je kora prednjeg mozga podložnija uticaju DR u mlađem dobu. Tome u prilog idu i 
istraživanja uticaja DR na promene BDNF-a u starenju rađeni u našoj laboratoriji u 
kojima je pokazano da DR kod 12 meseci starih životinja isto dovodi do promena u nivou 
proteina u kori mozga, ali ne i u hipokampusu (Smiljanić i saradnici, 2015).  
 
102 
 
Prva promena u insulinskom putu pod dejstvom DR se u hipokampusu uočava tek 
kod životinja koje su joj bile izložene u trajanju od 12 meseci, odnosno kod 18 meseci 
starih pacova. Kod njih je detektovano smanjenje fosforilisane forme IR i IRS1 i njihova 
smanjena aktivacija, što ukazuje na ukupnu smanjenu aktivnost insulinskog signalnog 
puta. Slični rezultati su objavljeni u studiji u kojoj je 70% DR u trajanju od 30 nedelja 
dovela do smanjene aktivnosti insulinskog signalnog puta kod miševa starih 14 meseci, 
putem smanjenja količine IR, IRS1, PI3K i Akt proteina u hipokampusu (Ma i saradnici, 
2014). Intermitentna dijeta u trajanju od 6 nedelja je takođe dovela do smanjene aktivnosti 
Akt i GSK3 beta proteina, uključenih u signalni put insulina i to u mozgu miševa starih 6 
meseci (Lu i saradnici 2011). Pomenuti eksperimenti ukazuju da različiti dijetalni režimi 
sa potpuno različitim metaboličkim konceptom dovode do sličnih promena u insulinskoj 
homeostazi. Pokazano je da dijetalna restrikcija dovodi do povećanja insulinske 
osetljivosti u ćelijama jetre, adipocita i skeletnih mišića pacova (Barzilai i saradnici, 
1998; Escriva i saradnici, 2007; Prasannarong i saradnici, 2012). Shodno tome, moguće 
je da uočeno smanjenje aktivnosti insulinskog puta kod životinja iz našeg eksperimenta 
može biti odraz povećanja insulinske osetljivosti koja je nastala kao posledica 
restriktivnog režima ishrane (Giani i saradnici, 2008; Boucher i Kleinridders, 2014). 
Podaci iz literature ukazuju na postojanje veze između pojave insulinske rezistencije u 
mozgu i poremećaja u kognitivnim sposobnostima koje se javljaju tokom starenja, kao i 
na sposobnost DR da umanji, odnosno spreči ovakve promene (Stranahan i Mattson, 
2011; Cetinkalp i saradnici, 2014; Ma i saradnici, 2015; Su i saradnici, 2016). Tome u 
prilog ide i uočeno poboljšanje kognitivnih performansi pacova iz našeg eksperimenta, 
jer su DR1 životinje stare 18 meseci imale bolje rezultate u testovima Y lavirinta od AL 
kontrola. Navedeni podaci ukazuju na mogućnost da je smanjena aktivnost insulinskog 
signalnog puta detektovana kod pacova starih 18 meseci pod dejstvom dijetalne 
restrikcije, dovela do povećanja insulinske osetljivosti i posledično do boljih rezultata u 
testu prostorne memorije. 
Slično detektovanim promenama u hipokampusu, u hipotalamusu 18 meseci starih 
životinja uočeno je smanjenje ukupne forme IRS1 kao i njene aktivnosti pod dejstvom 
DR, koji je doveo i do smanjenje nivoa Akt proteina. Ovakav efekat dijete na hipotalamus 
se može objasniti anoreksigenom ulogom koju insulin ima u regulaciji unosa hrane. 
Takvo dejstvo insulin ostvaruje regulacijom ekspresije nekoliko neuropetida u 
hipotalamusu (Plum i saradnici, 2005). Postoje dve grupe neurona hipotalamusa koji 
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detektuju promene u energetskom statusu, prvu grupu čine neuroni koji sintetišu proteine 
Aguti i NPY koji se aktiviraju pri niskim koncentracijama glukoze i insulina. Ovo 
posledično dovodi do oreksigenog signala, tj. povećava se potreba organizma za unosom 
hrane. Sa druge strane, povećana koncentracija insulina na periferiji dovodi do blagog 
povećanja koncentracije insulina u mozgu, koji se vezuje za IR na tzv POMC neuronima, 
odnosno neuronima hipotalamusa koji sintetišu protein proopiomelanokortin (engl. 
Proopiomelanocortin, POMC). Na taj način se pokreće IRS-PI3K-Akt signalna kaskada  
i  anoreksigeni signal, odnosno njihovom aktivacijom se stimulišu procesi koji dovode do 
smanjenog unosa hrane u organizam (Gerozissis i Rouch 2001; Steculorum i saradnici, 
2014; Hadem i saradnici, 2018). Pošto vezivanje insulina za specifične neurone 
hipotalamusa dovodi do sinteze anoreksigenih peptida i smanjene potrebe za hranom, 
sistem je pod dijetalnom restrikcijom reagovao tako što je smanjio nivoe/aktivnost 
proteina uključenih u insulinski signalni put u hipotalamusu 18 meseci starih životinja.  
Kod životinja starih 24 meseca, DR je imala nešto drugačije efekte nego kod 
mlađe grupe. Kao prvo, primećeno je povećanje insulina u tkivu hipokampusa i 
hipotalamusa. Zna se da je prolazak insulina iz periferne cirkulacije u mozak pod strogom 
kontrolom insulinskog transportera, a važna njegova odlika je da je zasićen serumskim 
nivoom insulina koji ne dovodi do hipoglikemije (Woods i Porte 1977; Banks i saradnici, 
1997c). Zahvaljujući tome, pokazano je da povećanje serumskog insulina ili uopšte ne 
dovodi, ili dovodi do blagog povećanja insulina u cerebrospinalnoj tečnosti, kao i u 
intersticijalnoj tečnosti (Stanley i saradnici, 2016). Uzimajući u obzir uočeno smanjenje 
insulina u serumu 24 meseca DR grupe životinja, detektovano povećanje nivoa insulina 
u hipokampusu i hipotalamusu kod ovih pacova može biti posledica de novo sinteze 
insulina. Pokazano je da se sinteza insulina ne odvija samo u neuronima, već i u 
ependimskim ćelijama, koje verovatno luče sintetisani insulin u cerebrospinalnu tečnost 
i ona dalje prenosi insulin do specifičnih regiona mozga kojima je insulin potreban 
(Devaskar i saradnici, 1993; Devaskar i saradnici, 1994; Hoyer, 2003; Tarrach i saradnici, 
2016, Matsumae i saradnici, 2016; Dakić i saradnici, 2017). U hipokampusu pacova starih 
24 meseca DR je, kao i kod životinja starih 18 meseci, smanjila količinu fosfo-IR, kao i 
aktivaciju ovog proteina, ali sa druge strane, dovela je do povećanja ukupnog Akt-a. 
Moguće je da je sistem reagovao na DR tako što je povećao stabilnost ovog proteina, ne 
utičući na njegovu aktivnost za koju je neophodna fosforilacija specifičnih mesta u 
peptidnom lancu (Liao i Hung, 2010). Takođe, pokazano je da SIRT familija proteina 
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reguliše kako aktivaciju, tako i sintezu Akt proteina (Pillai i saradnici, 2014), a zna se da 
DR ostvaruje svoje efekte delom preko SIRT signalnog puta (Hadem i saradnici, 2018). 
S obzirom na to da je DR dovela do smanjene aktivnosti IR, moguće je da su povećana 
stabilnost i/ili sinteza Akt-a pre posledice efekta dejstva DR preko SIRT signalnog puta, 
nego preko insulinskog signalnog puta.  
U hipotalamusu najstarije grupe životinja dijeta je dovela do povećanja stabilnosti 
i/ili sinteze IRS1 proteina. S obzirom da nema promena u ostalim proteinima ovog 
insulinskog signalnog puta, moguće je da IRS učestvuje u nekim drugim funkcijama u 
nervnom tkivu, jer je pokazano da postoji i u neuronima koji ne eksprimiraju IR i IGF-IR 
(Sun i saradnici, 1993; Fernandes i saradnici, 2001).  
Dugotrajni restriktivni režim ishrane je doveo do promene u ekspresiji NPY u 
hipokampusu 18 meseci i hipotalamusu 24 meseca starih pacova. U hipokampusu 18 
meseci starih životinja dijeta je dovela do povećanja nivoa NPY, a ovakav efekat DR je 
već zabeležen kod pacova (Cardoso i saradnici, 2014). Ovaj rezultat ide u prilog 
pretpostavljenom korisnom dejstvu dijete koje je zapaženo u ovoj starosnoj dobi, jer se 
zna da NPY učestvuje u konsolidaciji prostorne memorije i dovodi do povećane 
neurogeneze (Decressac i saradnici, 2011; Gøtzsche i Woldbye, 2016). Imajući u vidu da 
postoje indikacije koje stavljaju NPY na mesto medijatora u procesima koji dovode do 
pozitivnih efekata DR (Botelho i Cavadas, 2015), njegove uloge u procesu učenja, 
pamćenja i neurogeneze u hipokampusu, moguće je da i ovaj neuropeptid ima ulogu 
pozitivnom efektu DR1 režima na poboljšanje prostorne memorije koju smo uočili kod 
pacova starih 18 meseci.  
U hipotalamusu najstarije grupe životinja dijeta je dovela do povećanja nivoa 
NPY proteina. Povećanje nivoa oreksigenog peptida NPY kod najstarije grupe životinja, 
ukazuje na njihovu povećanu potrebu za energijom. Životinje 24 meseca starosti na DR1 
režimu ishrane su pokazale manji gubitak kilograma od svojih AL kontrola kada smo 
posmatrali pojedinačne parametre pri određivanju FS. Poznato je kod starih jedinki česta 
pojava takozvana anoreksija u starenju, kada dolazi do naglog gubitka kilograma i opšteg 
slabljenja organizma koji postaje podložniji bolestima (Wolden-Hanson, 2006). Moguće 
je da je organizam koji je pod dugotrajnom restrikcijom hrane u stanju da, kada postigne 
određenu starost, poveća nivo NPY u hipotalamusu i time aktivira oreksigene signale. Na 
taj način jedinka unosi dovoljnu količinu hrane i održava optimalnu telesnu težinu, te 
smanjuje rizik od bolesti koje neuhranjenost vodi sa sobom. 
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Sumirajući sve navedene promene, možemo zaključiti da je dugotrajni restriktivni 
režim ishrane u našim istraživanjima uticao na regulaciju insulinskog signalnog puta, pri 
čemu je taj efekat bio najizraženiji nakon godinu dana trajanja restrikcije, odnosno kod 
životinja starih 18 meseci. U ovoj starosnoj tački, DR je i u hipokampusu i hipotalamusu 
dovela do smanjenja aktivnosti komponenti insulinskog puta. Možemo pretpostaviti da je 
na taj način, DR u hipokampusu doprinela boljoj insulinskoj osetljivosti što je moglo 
uticati na poboljšanje kognitivnog statusa životinja u testu prostorne memorije. Uz to, 
povećanje NPY u hipokampusu, koje je povezano sa neurogenezom i boljim kognitivnim 
funkcijama, isto može biti jedan od faktora koji leže u osnovi boljih rezultata ovih 
životinja uočenih u testovima ponašanja. Promene koje je DR uzrokovala u hipotalamusu 
18mDR1 pacova se odnose na anoreksigeno dejstvo insulina, koje je smanjeno pod 
dijetom, jer bi u suprotnom moglo da dovede do prekomernog gubitka težine i povećanja 
krhkosti. Kod najstarije grupe životinja, DR nije dovela do tako jasnih promena u 
regulaciji insulinskog puta u hipokampusu i moguće je da je ovde aktiviran drugi signalni 
put koji uključuje Grb-SOS-Ras-MAP proteine. U hipotalamusu ovih životinja DR je 
povećala nivoe NPY, verovatno da bi zaustavila prekomerni gubitak telesne mase koje je 
karakteristično za proces starenja i koji može dovesti do anoreksije. Interesantno je 
pomenuti povećanje insulina u hipokampusu i hipotalamusu ovih životinja, čije poreklo 
može biti de novo sinteza od strane neurona i, što je verovatnije, ependimskih ćelija 
(Dakic i saradnici, 2017). U tom slučaju, ependimske ćelije bi novosintetisani insulin 
mogle lučiti u cerebrospinalnu tečnost koja ga onda distribuira u tkiva kojima je potreban.  
Podaci dobijeni u ovoj tezi su pokazali da pacovi Wistar soja stare na normalan, 
fiziološki način, te da ne pokazuju patološke promene sa starenjem. Promene koje jesu 
uočene i po čemu su se pacovi stari 24 meseca razlikovali od mladih jedinki su se pre 
svega odnosile na kognitivne performanse detektovane u Y lavirintu, kao i na stanje 
krhkosti. Energetski metabolizam nije pokazivao značajne promene sa starenjem. Naime, 
jedine promene zabeležene tokom procesa starenja su bile na nivou serumskih 
triglicerida, dok su insulin i glukoza ostali u granicama normale. Insulinski signalni put 
takođe nije pokazivao značajne promene u svojim komponentama tokom starenja. Sve 
navedeno ukazuje na to da su ove životinje pretrpele blagi starosno - zavisni pad u 
procesima učenja i pamćenja i da je njihova krhkost povećana sa starenjem, ali da ove 
promene nisu uzrokovane poremećajima energetskog balansa, jer su metabolizam 
glukoze i insulina u mozgu ostali očuvani. Iako naši rezultati nisu pokazali značajne 
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promene na molekulskom nivou tokom starenja, literatura pokazuje da su neke od 
promena u signalnim putevima ispitivanim u ovoj tezi primećene samo u specifičnim 
subregionima hipokampusa, što Western blot tehnikom nije bilo moguće detektovati. 
Stoga bi primena osetljivije metode, kao što je imunohistohemijska, omogućila detekciju 
potencijalnih suptilnih promena u specifičnim regionima mozga.  
U prvom delu teze je ispitan potencijalni protektivni uticaj različitih restriktivnih 
režima ishrane na starosno-zavisne promene u aktivnosti i krhkosti Wistar pacova. 
Primenjena su tri različita režima, koji su se razlikovali u dužini trajanja i starosnoj dobi 
u kojoj su započeti. Najduži dijetalni režim, koji je počeo kod adultnih pacova je 
neprikosnoveno pokazao najbolje rezultate u svim testovima. Doveo je do poboljšanja u 
motoričkim funkcijama, pozitivno je delovao na kognitivni aspekt u toku starenja i što je 
jako važno, znatno je smanjio krhkost kod starih pacova. Sa druge strane, uticaj kraćeg, 
DR2 režima se ogledao u blagom poboljšanju kognitivnih i motoričkih sposobnosti kao i 
krhkosti, ali ne u svim starosnim dobima. Najkraći režim ishrane je doveo do poremećaja 
u procesima učenja i pamćenja kao i povećane krhkosti kod najstarije grupe životinja.  
 Kako bismo produbili znanje o načinu na koji DR1 režim deluje na proces starenja 
i ustanovili da li su promene koje DR unosi u energetski metabolizam u mozgu vezane sa 
detektovanim poboljšanjem aktivnosti i stanja krhkosti, ispitane su promene u 
metabolizmu glukoze i insulinskom signalnom putu u mozgu pacova. Izabrani su kora 
prednjeg mozga, hipokampus i hipotalamus, kao strukture ključne kako za metabolizam, 
tako i za procese učenja, pamćenja i generalno aktivnosti životinja. Praćenjem promena 
u ekspresiji AMPK i glukoznih transportera, primećeno je da je dugotrajna DR uticala na 
snabdevenost kore prednjeg mozga i hipokampusa dovoljnom količinom energije, što se 
kasnije i pokazalo kroz poboljšanje kognitivnih i motoričkih performansi životinja u 
dubokoj starosti. Smanjenje nivoa proteina uključenih u insulinski signalni put i 
povećanje NPY peptida u hipokampusu starih životinja izloženih DR1 režimu je takođe 
moglo imati uticaja na uočeno poboljšanje u procesima učenja i pamćenja. Povećanje 
nivoa NPY i utišavanje insulinskog signalnog puta u hipotalamusu su omogućavali da 
životinje ne zapadnu u starosnu anoreksiju, koja je jedan od glavnih uzroka povećane 
krhkosti i smrtnosti kod starih životinja. Interesantan efekat DR na povećanje insulina u 
hipokampusu i hipotalamusu kod najstarije grupe životinja ukazuje na mogućnost de novo 
sinteze insulina i to bi trebalo podrobnije istražiti, koristeći imunohistohemijske metode 
koje mogu detektovati subpopulacije neurona u kojima postoji naznaka sinteze insulina.  
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 Dugotrajna dijetalna restrikcija ispitivana u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazala 
širok spektar pozitivnih efekata. Oni se ogledaju u poboljšanju motoričkih i kognitivnih 
funkcija, smanjenju krhkosti i nivoa serumskih parametara vezanih za metabolizam 
glukoze i lipidni status, kao i održavanju optimalnog nivoa energetskog metabolizma 
mozga i aktivnosti insulinskog signalnog puta pacova tokom starenja. Sve navedeno 
upućuje na to da je smanjeni unos hrane izuzetno važan preduslov za kvalitetan život u 
toku starenja. Ovakav vid ishrane održava  energetsku stabilnost u regionima mozga 
odgovornim za procese učenja i pamćenja, što vodi ka očuvanju kognitivnih sposobnosti  
tokom starenja.  Da bi se postigao takav efekat, restriktivni režim ishrane treba da počne 
u adultnoj dobi života i da traje do duboke starosti, u suprotnom, postoji mogućnost da 
efekti izostanu ili čak budu negativni. 
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6. ZAKLJUČAK 
 
Na osnovu dobijenih rezultata se mogu izvući sledeći zaključci: 
1. Tokom starenja je došlo do statistički značajnog povećanja krhkosti, kako kod 18, 
tako i kod 24 meseca starih Wistar pacova i do značajnog smanjenja nivoa glukoze i 
povećanje nivoa triglicerida u serumu ovih životinja. Starenje nije uticalo na aktivnost 
Wistar pacova u testu otvorenog polja, na proces habituacije, kao ni na ponašanje 
životinja u Y lavirintu. Starosno-zavisne promene nisu uočene u ekspresiji ni u 
jednom od ispitivanih proteina. 
2. Dijetalni režimi ishrane su pokazali različit efekat na aktivnost u testu otvorenog polja 
u zavisnosti od dužine trajanja i starosne dobi životinje u trenutku uvođenja 
restrikivnog režima. Dugotrajni režim (DR1) je ispoljio znatno bolje dejstvo na 
aktivnost životinja u testu otvorenog polja, u odnosu na oba kraća dijetalna režima 
(DR2 i DR3). Kod Wistar pacova je dugotrajni režim ishrane doveo do povećanja 
lokomotorne aktivnosti u 18. mesecu starosti i povećanja vertikalne aktivnosti kod 
svih ispitivanih starosnih grupa. DR2 režim je nakon 6 meseci doveo do poboljšanja 
lokomotorne aktivnosti samo kod najstarije grupe životinja, a DR3 režim je nakon 3 
meseca dejstva doveo do negativnih efekata, time što je doveo do smanjenja 
lokomotorne aktivnosti kod 18m starih pacova, dok je kod najstarije eksperimentalne 
grupe, pored smanjenja lokomotorne aktivnosti doveo i do izostanka međusesijske 
habituacije u vertikalnoj aktivnosti.  
3.  U testu Y lavirinta DR1 je ispoljila najbolji efekat, utičući pozitivno na prostornu 
memoriju kod Wistar pacova u svim ispitivanim starosnim grupama, a jedini 
parametar na koji DR1 nije uticao su spontane alteracije. Kraći režimi, DR2 i DR3, 
su pokazali znatno slabiji efekat u poboljšanju kognitivnih performansi u testu Y 
lavirinta. DR2 je povećao vreme koje su 24 meseca stare životinje provele u 
ispitivanju novog kraka, dok je DR3 režim povećao vreme provedeno u novom kraku 
i ukupan broj ulazaka u sva tri kraka kod pacova starih 18 meseci. 
4. DR1 režim ishrane je smanjio krhkost pacova kod 12, 18 i 24 meseca starih životinja. 
Smanjenje krhkosti pod dejstvom DR2 i DR3 režima se moglo uočiti samo kod 18 
meseci starih životinja, a DR3 režim ishrane je još jednom ispoljio negativne efekte, 
povećavajući krhkost najstarije grupe pacova. 
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5. Dugotrajni DR1 režim je doveo do promene u nivou serumskih parametara, dovodeći 
do smanjenja: 
- nivoa glukoze kod 12 meseci starih pacova 
- nivoa insulina kod 12 i 24 meseca starih pacova 
- nivoa holesterola kod 18 i 24 meseca starih pacova i 
- nivoa triglicerida u svim ispitivanim starostima.  
DR2 i DR3 režimi su smanjili nivoe glukoze, insulina, holesterola i triglicerida kod 
najstarije eksperimentalne grupe, dok su kod 18 meseci starih životinja doveli do 
povećanja nivoa insulina (DR2) i nivoa holesterola (DR2 i DR3) 
6. Sumirajući efekte tri različita tipa restriktivnih dijetalnih režima na ponašanje 
životinja u testovima koji ispituju motoričke i kognitivne sposobnosti, na nivo 
krhkosti tokom starenja i na promene nivoa biohemijskih parametara u serumu, 
možemo zaključiti da je dugotrajni restriktivni režim ishrane (DR1) doveo do znatno 
boljih rezultata u pomenutim parametrima od režima kraćeg trajanja (DR2 i DR3). 
Takođe, najkraći DR3 režim je doveo do pogoršanja određenih aspekata memorije 
kod najstarije grupe pacova i znatno povećao njihovu krhkost. 
7. DR1 režim je doveo do regionalno specifičnih promena u ekspresiji AMPK i GLUT 
proteina:  
- U hipokampusu je doveo do povećanja sinteze AMPK i fosfo-AMPK kod 24 
meseca starih pacova 
- U kori velikog mozga je smanjio nivoe GLUT3 i GLUT4 kod pacova starih 12 
meseci, a povećao ekspresiju GLUT1 i GLUT3 kod pacova starih 24 meseca 
8. Uticaj dugotrajnog restriktivnog režima na aktivnost komponenata insulinskog puta 
je bio starosno- i regionalno-specifičan: 
- Kod 18 meseci starih pacova DR1 režim je doveo do promena u aktivnosti 
insulinskog signalnog puta, delujući na smanjenje: 
?  ukupne i fosforilisane forme IRβ, IRS1 u hipokampusu 
?  aktivacije IRS1 i nivoa ukupnog Akt proteina u hipotalamusu 
- Kod 24 meseca starih pacova, DR1 režim je doveo do: 
? povećanja nivoa insulina u hipokampusu i hipotalamusu 
? smanjenja nivoa fosforilisane forme IRβ i njegove aktivacije i 
povećanja nivoa Akt proteina u hipokampusu 
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? do povećanja ekspresije i/ili stabilnosti IRS1 proteina u 
hipotalamusu  
9. Ekspresija NPY proteina se nije menjala tokom starenja, dok je DR1 režim povećao 
nivo ovog oreksigenog peptida u hipokampusu 18 meseci starih pacova i u 
hipotalamusu najstarije grupe životinja 
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je na jednom prvi autor i ima preko 20 saopštenja na međunarodnim i domaćim 
skupovima. 
